




Funktionelle Charakterisierung der Interaktion  
zwischen dem Typ-III-sekretierten Protein IncB aus  

















vorgelegt dem Rat der Biologisch-Pharmazeutischen Fakultät 
der Friedrich-Schiller-Universität Jena 
 
von Dipl.-troph. Selina Böcker 






















1. Prof. Dr. Hans-Peter Saluz, Jena 
2. Prof. Dr. Thomas Munder, Jena 




Tag der Disputation: 04.12.2014
  I 
Inhaltsverzeichnis 
Abbildungsverzeichnis ................................................................................................................ IV 
Tabellenverzeichnis ...................................................................................................................... V 
Abkürzungsverzeichnis ................................................................................................................ VI 
Zusammenfassung .................................................................................................................... VIII 
Summary ..................................................................................................................................... IX 
1. Einleitung .................................................................................................................................. 1 
1.1 Einordnung der Chlamydien .............................................................................................. 1 
1.2 Chlamydien als humane Infektionserreger ....................................................................... 2 
1.3 Entwicklungszyklus .......................................................................................................... 4 
1.4 Wirt-Pathogen-Interaktionen........................................................................................... 6 
1.4.1 Anheftung und Internalisierung von Chlamydien in die Wirtszelle ............................................ 7 
1.4.2 Transport in die Nähe des Zellkerns ......................................................................................... 8 
1.4.3 Vermeidung des endozytotischen Vesikeltransportwegs ......................................................... 9 
1.4.4 Intrazelluläre Akquisition von Nährstoffen ............................................................................. 10 
1.4.5 Verlassen der Wirtszelle .......................................................................................................... 11 
1.5 Typ-III-Sekretionssystem ................................................................................................ 12 
1.6 Inklusionsmembranproteine ........................................................................................... 13 
1.7 Das humane Protein Snapin ............................................................................................ 13 
1.8 Das Motorprotein Dynein ................................................................................................ 14 
1.9 Zielstellung ..................................................................................................................... 15 
2. Material ................................................................................................................................... 16 
2.1 Zelllinien und Stämme .................................................................................................... 16 
2.2 Vektoren und Plasmide ................................................................................................... 17 
2.3 Medien ............................................................................................................................ 18 
2.4 Lösungen und Puffer ....................................................................................................... 19 
2.5 Chemikalien .................................................................................................................... 21 




2.7 Enzyme ...........................................................................................................................22 
2.8 Antikörper .......................................................................................................................22 
2.9 Geräte ............................................................................................................................. 23 
3. Methoden ................................................................................................................................24 
3.1 Präparation und Transformation chemisch kompetenter E.-coli-Zellen ..........................24 
3.2 Präparation und Transformation elektrokompetenter E.-coli-Zellen ...............................24 
3.3 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli ........................................................................ 25 
3.4 Phenol-Chloroform-Extraktion ....................................................................................... 25 
3.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ................................................................................. 26 
3.6 Gelelektrophorese, Restriktion, Ligation und Aufreinigung von Plasmid-DNA............... 26 
3.7 Präparation und Transformation kompetenter S.-cerevisiae-Zellen ................................ 27 
3.8 Hefe-Zweihybrid-System ................................................................................................ 27 
3.9 Präparation von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae ...............................................................28 
3.10 Filter-Assay auf β-Galaktosidase-Aktivität ......................................................................28 
3.11 Flüssigkultur-Assay auf β-Galaktosidase-Aktivität ......................................................... 29 
3.12 Kultivierung humaner Zelllinien ..................................................................................... 29 
3.13 Transfektion von Zelllinien ............................................................................................. 29 
3.14 Infektion humaner Zellen mit Chlamydien ...................................................................... 30 
3.14.1 Chlamydienstammkonservierung .......................................................................................... 30 
3.14.2 Titerbestimmung ................................................................................................................... 30 
3.15 Indirekte Immunfluoreszenz ........................................................................................... 31 
3.16 Lyse infizierter und nicht-infizierter humaner Zellen ....................................................... 31 
3.17 Bestimmung des Proteingehalts ..................................................................................... 31 
3.18 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ...................................................... 32 
3.19 Western Blot ................................................................................................................... 32 
3.20 Bakterielle Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen .............................. 32 




3.22 GST-Pulldown und In-vitro-Interaktionsexperimente ...................................................... 33 
3.23 Koimmunopräzipitation .................................................................................................. 34 
4. Ergebnisse ............................................................................................................................... 35 
4.1 IncB aus C. psittaci ist in der Inklusionsmembran lokalisiert ............................................. 35 
4.2 Das Protein IncB aus C. psittaci und das humane Protein Snapin interagieren im Hefe-
Zweihybrid-System ........................................................................................................40 
4.3 Die zytoplasmatische Domäne von IncB aus C. psittaci und das humane Protein Snapin 
interagieren direkt in vitro ...............................................................................................42 
4.4 Snapin akkumuliert in C. psittaci infizierten HEp-2-Zellen an der Inklusion ..................... 43 
4.5 Snapin interagiert in vitro und in vivo mit IncB von C. psittaci und zytoplasmatischem 
Dynein ............................................................................................................................ 45 
4.6 Dynein akkumuliert mit Snapin an der Inklusion in C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen ... 51 
4.7 IncB kolokalisiert mit DIC in C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen...................................... 53 
4.8 Der siRNA-Knockdown von Snapin führt zum Verlust der Kolokalisierung zwischen IncB 
und Dynein ..................................................................................................................... 55 
5. Diskussion ............................................................................................................................... 58 
5.1 Charakterisierung von IncB aus C. psittaci ....................................................................... 58 
5.2 Funktionelle Auswirkungen der Interaktion zwischen IncB aus C. psittaci und dem 
humanen Protein Snapin ............................................................................................... 60 
5.2.1 Funktionelle Auswirkung der Interaktion von IncB aus C. psittaci und dem humanen Protein 
Snapin mit dem Motorprotein Dynein ................................................................................. 61 
5.2.2 Möglicher Beitrag der Interaktion zwischen IncB aus C. psittaci und dem humanen Protein 
Snapin zur Regulation von Membranfusionen...................................................................... 64 
6. Schlussfolgerungen und Ausblick ............................................................................................ 67 
7. Literaturverzeichnis ................................................................................................................ 68 
Ehrenwörtliche Erklärung ............................................................................................................. X 
Curriculum Vitae .......................................................................................................................... XI 
 
  IV 
Abbildungsverzeichnis 
Abbildung 1:  Schematische Darstellung des chlamydialen Entwicklungszyklus (nach Schoborg 2011). ......... 5 
Abbildung 2:  Schematischer Aufbau des bakteriellen Typ-III-Sekretionssystems (nach Beeckman & 
Vanrompay 2010). .................................................................................................................... 12 
Abbildung 3:  Schematischer Aufbau des zytoplasmatischen Dyneins (nach Lodish et al., 2000). ................. 14 
Abbildung 4:  Hydrophobizitätprofil von IncB aus C. psittaci. ......................................................................... 36 
Abbildung 5:  Der polyklonale Peptidantikörper bindet spezifisch IncB aus C. psittaci in HEK293T- und HEp-2-
Zellen. ....................................................................................................................................... 37 
Abbildung 6:  Der polyklonale Peptidantikörper bindet an IncB aus C. psittaci, aber nicht an IncB aus 
C. trachomatis und C. pneumoniae. ......................................................................................... 37 
Abbildung 7:  IncB ist in C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen am Rand der Inklusion lokalisiert. ..................... 39 
Abbildung 8:  IncB aus C. psittaci interagiert mit dem humanen Protein Snapin im Hefe-Zweihybrid-System.
 .................................................................................................................................................. 41 
Abbildung 9:  Die zytoplasmatische Domäne von IncB aus C. psittaci und das humane Protein Snapin 
interagieren direkt in vitro. ....................................................................................................... 42 
Abbildung 10: In C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen akkumuliert Snapin an der Inklusion. ............................ 44 
Abbildung 11: In uninfizierten und in C.trachomatis-infizierten HEp-2-Zellen ist Snapin gleichmäßig im 
Zytoplasma verteilt. .................................................................................................................. 45 
Abbildung 12: Snapin interagiert mit einer Isoform von DIC (Dynein intermediate chain) im Hefe-Zweihybrid-
System. ..................................................................................................................................... 47 
Abbildung 13: Snapin interagiert mit IncB aus C. psittaci und Dync1i1 in vitro im GST-Pulldown. ................. 48 
Abbildung 14: Die zytoplasmatische Domäne von IncB aus C. psittaci interagiert in vitro mit den humanen 
Proteinen Snapin und Dync1i1 im GST-Pulldown. .................................................................... 49 
Abbildung 15: IncB aus C. psittaci interagiert in vivo mit humanem Snapin und Dync1i1 in HEp-2-Zellen. .... 50 
Abbildung 16: IncB aus C. trachomatis und C. pneumoniae interagieren in vitro nicht mit humanem Snapin 
und Dync1i1. ............................................................................................................................. 51 
Abbildung 17: In uninfizierten Zellen ist Dynein gleichmäßig im Zytoplasma verteilt. .................................... 52 
Abbildung 18: In C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen akkumulieren DIC und Snapin an der Inklusion. ............ 53 
Abbildung 19: In C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen kolokalisieren IncB und DIC an der Inklusion. ................ 54 
Abbildung 20: Einfluss des siRNA-Knockdowns von Snapin auf die Snapin-Proteinkonzentration. ................. 55 
Abbildung 21: In C. psittaci-infizierten HeLa-Zellen mit Snapin-Knockdown kolokalisieren an weniger 
Inklusionen IncB und DIC. ......................................................................................................... 56 
Abbildung 22: Die Entfernung zum Zellkern ist größer bei Inklusionen ohne Kolokalisierung mit DIC. ........... 57 
Abbildung 23: Schematische Darstellung der funktionellen Auswirkung der Interaktion von IncB aus 
C. psittaci und dem humanen Protein Snapin. .......................................................................... 63 
Abbildung 24: Schematische Darstellung einer möglichen Beteiligung von IncB aus C. psittaci und dem 
humanen Protein Snapin an der intrazellulären Lebensweise von Chlamydien. ...................... 65 
 
  V 
Tabellenverzeichnis 
Tabelle 1:  Ausgewählte chlamydiale Effektorproteine und deren Interaktionspartner. ................................ 6 
Tabelle 2:  Verwendete Zelllinien. ................................................................................................................. 16 
Tabelle 3:  Verwendete E.-coli-Stämme. ....................................................................................................... 16 
Tabelle 4:  Verwendete Chlamydien-Stämme. .............................................................................................. 17 
Tabelle 5:  Verwendete S.-cerevisiae-Stämme. ............................................................................................. 17 
Tabelle 6:  Verwendete Vektoren und Plasmide. ........................................................................................... 17 
Tabelle 7:  Verwendete Medien zur Kultivierung von E. coli. ........................................................................ 18 
Tabelle 8:  Verwendete Medien zur Kultivierung von S. cerevisiae. .............................................................. 19 
Tabelle 9:  Verwendete Medien zur Kultivierung von Humanzellen und Chlamydien. .................................. 19 
Tabelle 10: Verwendete Lösungen und Puffer. ................................................................................................ 19 
Tabelle 11: Verwendete Chemikalien. ............................................................................................................. 21 
Tabelle 12: Verwendete Größenstandards. ..................................................................................................... 21 
Tabelle 13: Verwendete Enzyme. ..................................................................................................................... 22 
Tabelle 14: Verwendete primäre Antikörper. .................................................................................................. 22 
Tabelle 15: Verwendete sekundäre Antikörper. .............................................................................................. 22 
Tabelle 16: PCR-Reaktionsansatz und Ablaufschema. ..................................................................................... 26 
 
  VI 
Abkürzungsverzeichnis 
A. bidest.  Aqua bidestillata 
aa   amino acid, Aminosäure 
Amp   Ampicillin 
ATP   Adenosintriphosphat 
bp   base pairs (Basenpaar) 
BSA   Bovines Serumalbumin 
C.   Chlamydia 
CD   cytoplasmic domain (zytoplasmatische Domäne) 
cHtrA   chlamydial High Temperature Requirement protein A 
CPAF   Chlamydial protease-like activity factor 
CTP   Cytidintriphosphat 
DAPI   4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DIC   Dynein intermediate chain (mittelschwere Kette des Dynein) 
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
dNTP   Desoxynukleosidtriphosphat 
DTT   Dithiothreitol 
ECL   enhanced chemiluminescence 
EK   Elementarkörper 
FCS   fetal calf serum (fetales Kälberserum) 
GAL4-AD  GAL4-Transkriptionsaktivator Aktivierungsdomäne 
GAL4-BD  GAL4-Transkriptionsaktivator DNA-Bindedomäne 
GST   Glutathion-S-Transferase 
GTP   Guanosintriphosphat 
HD   hydrophobic domain (hydrophobe Domäne) 
HEK293T  human embryonic kidney cells 
HEp-2  human epidermoid cancer cells 
HRP   Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase) 
Inc-Protein  Inclusion membrane protein (Inklusionsmembranprotein) 
IPTG   Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
IVT coupled T7 RNA polymerase-mediated in vitro transcription and translation 
Kana   Kanamycin 
kDa   Kilodalton 
LB   lysogeny broth 
MOI   multiplicity of infection 
MOMP  Major outer membrane protein 
NSF   N-ethylmaleimide-sensitive factor 
OD   Optische Dichte 
OmcB   outer membrane complex protein B 
ONPG  o-Nitrophenyl-β-D-Galactopyranosid 
PAGE   Polyacrylamidgelelektophorese 
PBS   phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Salzlösung) 
PCR   Polymerase chain reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion) 
PmpD   polymorphic membrane protein D 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 




RK   Retikularkörper 
RNA   ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
RPMI   Roswell Park Memorial Institute 
SDS   Sodium Dodecyl Sulfate 
siRNA  small interference RNA 
SNARE  soluble NSF-sensitive attachment receptor 
T3SS   Typ-III-Sekretionssystem 
TARP   translocated actin recruiting phosphoprotein 
TBST   Tris-Buffered Saline Tween-20 
TEMED  N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 
TTP   Thymidintriphosphat 
U   Units 
v/v   volume per volume (Volumenanteil) 
VE   Volumeneinheit 
w/o   without 
w/v   weight per volume (Gewichtsanteil) 
X-Gal   5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-β-D-Galactopyranosid 
YNB   Yeast Nitrogen Base 
YPD   Yeast Peptone Dextrose 
β-Gal   β-Galaktosidase 
 
  VIII 
Zusammenfassung 
Chlamydien sind gram negative Bakterien mit einer obligat intrazellulären Lebensweise und einem 
zweiphasigen Entwicklungszyklus. Sie besitzen ein breites Wirtsspektrum und verursachen Infekti-
onskrankheiten mit hoher klinischer Relevanz. Chlamydia (C.) psittaci ist der Verursacher der Or-
nithose, einer relativ seltenen, jedoch meist schwer verlaufenden zoonotischen Krankheit. In einer 
infizierten Wirtszelle vermehren sich Chlamydien innerhalb einer Inklusion, in deren Membran sie 
Effektorproteine mittels des Typ-III-Sekretionssystems (Inc-Proteine) einbauen. Indem diese Pro-
teine mit Wirtsproteinen interagieren, können Chlamydien die Wirtszelle hinsichtlich Zellzyklus, 
Stoffwechsel und Antigenpräsentation beeinflussen. Bisher sind nur wenige Interaktionen von Inc-
Proteinen mit humanen Wirtszellproteinen bekannt. Von IncB aus C. psittaci wurde aufgrund von 
Genomanalysen bisher angenommen, dass es in der Inklusionsmembran lokalisiert ist. Über Inter-
aktionspartner von IncB und deren Funktion war bisher nichts bekannt.  
In der vorliegenden Arbeit wurde mittels eines spezifischen Peptidantikörpers gegen IncB aus 
C. psittaci gezeigt, dass IncB 6 h, 12 h, 24 h und 48 h nach der Infektion (p.i.) in der Inklusions-
membran lokalisiert ist. In einem Hefe-Zweihybrid-Screen wurde humanes Snapin als Interakti-
onspartner von IncB aus C. psittaci gefunden. Die Interaktion zwischen IncB aus C. psittaci und 
Snapin konnte in vitro und in vivo mittels GST-Pulldown und Immunfluoreszenz validiert werden. 
Snapin ist ein ubiquitäres Protein mit vielfältigen Funktionen im Vesikeltransport und kann dazu 
direkt mit dem humanen Motorprotein Dynein interagieren. Direkt nach der Internalisierung in die 
Wirtszelle wandert die frühe Inklusion mithilfe von Dynein entlang der Mikrotubuli (MT) in die 
Nähe des Zellkerns. Chlamydiale Effektorproteine, welche eine Interaktion mit den MT vermitteln, 
waren bisher nicht bekannt. In S. cerevisiae konnte eine Interaktion von Snapin mit Dynein nach-
gewiesen werden. Untersuchungen mittels GST-Pulldown und Koimmunopräzipitation zeigten 
ebenfalls eine Interaktion zwischen IncB, Snapin und Dynein. Für IncB aus C. trachomatis und 
C. pneumoniae konnte keine Interaktion mit Snapin und Dynein gefunden werden. Untersuchungen 
mittels Immunfluoreszenz in C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen zeigten, dass alle drei Proteine 
6 h, 12 h und 24 h p.i. an der Inklusion kolokalisieren. Der siRNA-Knockdown von Snapin führte 
in HeLa-Zellen zum Verlust der Kolokalisierung zwischen IncB und Dynein und zu einer größeren 
Entfernung der frühen Inklusion zum Zellkern.  
Aus den vorliegenden Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, dass Snapin durch Interaktion mit 
IncB und Dynein die chlamydiale Inklusion von C. psittaci mit dem Mikrotubuli-Netzwerk der 
Wirtszelle verknüpft, wodurch die frühe Inklusion in die Nähe des Zellkerns wandert und dort wäh-
rend der intrazellulären Entwicklung verbleibt. 
  IX 
Summary 
Chlamydia are gram negative obligate intracellular bacteria with a biphasic developmental cycle. 
They have a broad host spectrum and cause infectious diseases with a high clinical relevance, e.g. 
ornithosis, a rare but clinically severe zoonosis caused by Chlamydia (C.) psittaci. Inside infected 
cells chlamydia reproduce within an inclusion, whose membrane is modified by the insertion of 
bacterial effector proteins (Inc proteins) via the type III secretion system. The interaction of Inc 
proteins with host cell proteins enable the Chlamydia to manipulate the cell cycle, metabolism, and 
antigen presentation of the host cell. So far only a few interactions of Inc proteins with human host 
cell proteins are known.  
Based on genome analyses it was assumed that IncB is localized in the inclusion membrane. 
However, interaction partners of IncB and functions are currently unknown. In the present thesis 
confocal fluorescence microscopy with an IncB-specific antibody confirmed that IncB of 
C. psittaci is localized to inclusion membrane 6 h, 12 h, 24 h and 48 h post infection (p.i.). Fur-
thermore, Yeast-Two-Hybrid screening revealed that the host protein Snapin interacts with IncB. 
The interaction between IncB of C. psittaci and Snapin could be validated by GST pulldown and 
immunofluorescence. Snapin is a ubiquitously-expressed protein with a multivalent role in intracel-
lular trafficking. Therefore it can directly interact with the human motor protein dynein. It is known 
that after endocytosis the early inclusion is transferred along the microtubules in a dynein-
dependent manner to a perinuclear location. However, chlamydial effector proteins involved in 
mediating microtubule interactions are currently unknown. In the present thesis an interaction be-
tween Snapin and Dynein could be shown S. cerevisiae. In addition GST pulldown and co-
immunoprecipitation experiments revealed an interaction between IncB, Snapin and dynein. InB of 
C. trachomatis and C. pneumoniae did not interact with Snapin and dynein. Confocal fluorescence 
microscopy demonstrated that IncB, Snapin, and dynein are co-localized near the inclusion 6 h, 
12 h, 24 h p.i. of C. psittaci-infected HEp-2 cells. This co-localization was lost when Snapin was 
depleted by RNAi and it leads to an increased distance of early inclusions to the nucleus. 
This led to the assumption that IncB connects the early inclusions to the dynein motor complex 
via Snapin-binding to both proteins in C. psittaci infected cells. Thereby the early inclusion is traf-
ficked to a perinuclear region, where the it remains for the intracellular development. 
 
  1 
1. Einleitung 
Chlamydien sind gramnegative Bakterien, die sich ausschließlich innerhalb einer Wirtszel-
le vermehren. Bereits im Altertum wurde von Krankheiten berichtet, welche durch Chla-
mydien verursacht wurden (Budai 2007). Erstmals entdeckten Halberstädter und Prowazek 
chlamydiale Einschlüsse im Jahr 1907 (Halberstädter & Prowazek 1907a; Halberstädter & 
Prowazek 1907b). Aufgrund ihrer geringen Größe und obligat intrazellulären Lebensweise 
wurden Chlamydien anfänglich für Viren gehalten (Budai 2007). Die Anzucht von Chla-
mydien gelang erstmals im Jahr 1935. In den 1960er Jahren wurden die ersten Zellkultur-
verfahren entwickelt (Gordon et al. 1963; Gordon & Quan 1965). Bis heute ist jedoch ein 
Großteil der Pathogenitätsmechanismen unklar (Olive et al. 2014). 
1.1 Einordnung der Chlamydien 
Die Familie der Chlamydiaceae ist eine der drei Familien der Ordnung Chlamydiales. Das 
Genus Chlamydia (C.) wurde 1966 eingeführt und ist aktuell die einzige Gattung innerhalb 
der Chlamydiaceae (Moulder 1966; Stephens et al. 2009). Ihr werden elf Chlamydia sp. 
untergeordnet. Dazu zählen C. trachomatis, C. suis, C. muridarum, C. pneumoniae, 
C. abortus, C. caviae, C. felis, C.pecorum  und C. psittaci (Bush & Everett 2001) sowie die 
beiden kürzlich identifizierten Arten C. avium und C. gallinacea (Sachse et al. 2014). Al-
len Chlamydia ssp. ist ein biphasischer Lebenszyklus gemein (Valdivia 2008). Zudem be-
sitzen sie ein relativ kleines Genom von etwa 1 Mbp (Voigt et al. 2012). Die Spezies unter-
scheiden sich hinsichtlich ihrer Wirtsspezifität. Humanpathogene Arten wie C. trachomatis 
und C. pneumonie infizieren vorwiegend Menschen. Der Erreger C. psittaci besitzt vor-
wiegend Vögel und Amphibien als Wirtsorganismen, hat aber zoonotisches Potenzial und 
kann daher auch auf den Menschen übertragen werden. Ebenso C. abortus, der vorwiegend 
Wiederkäuer infiziert (Valdivia 2008). Durch Unterschiede in der Proteinbiosynthese kön-
nen zwischen den Arten Unterschiede im Metabolismus, in der Wirtsspezifität und der 
Pathogenese entstehen (Kalman et al. 1999). Die Genome der Chlamydien sind teilweise 
hoch konserviert, andere Bereich unterscheiden sich stark (Voigt et al. 2012). Insbesondere 
Effektorproteine zeigen große Unterschiede und spielen eine bedeutende Rolle in chlamy-





1.2 Chlamydien als humane Infektionserreger 
Chlamydien sind weltweit relevante Infektionserreger sowohl in der Human- als auch in 
der Veterinärmedizin (Longbottom & Coulter 2003). Epidemiologische und klinische Be-
deutung für den Menschen haben besonders die Arten C. trachomatis, C. pneumoniae und 
C. psittaci. Bisher gibt es keinen Impfstoff gegen Chlamydien (Hafner et al. 2014). 
Chlamydia trachomatis lässt sich aufgrund von Gewebetropismus und Pathogenität in 
okuläre und genitale Serotypen sowie das Lymphogranuloma-venereum-Biovar unter-
scheiden (Bébéar & de Barbeyrac 2009). Die Serotypen A-C von C. trachomatis sind Aus-
löser des Trachoms beim Menschen. Aktuelle Untersuchungen deuten auf eine mögliche 
Beteilung weiterer Chlamydienspezies hin (Dean et al. 2013). Das Trachom ist eine in den 
Tropen durch Schmierinfektion verbreitete chronische Erkrankung der Binde- und Horn-
haut des Auges. Es stellt global die häufigste Augenkrankheit und die zweithäufigste Ursa-
che für Erblindung dar (Wright et al. 2008). Die Serotypen D-K von C. trachomatis gehö-
ren zu den weltweit häufigsten Erregern sexuell übertragbarer Infektion. Die Weltgesund-
heitsorganisation hat geschätzt, dass im Jahr 2008 weltweit über 100 Millionen Neuinfek-
tionen erfolgten. Davon erfolgten etwa 20 Millionen Neuinfektionen in europäischen Län-
dern (World Health Organization 2012). Die Infektion des Urogenitaltraktes kann zu ekto-
pischer Schwangerschaft oder Eileiterentzündungen und in Folge dessen zu Unfruchtbar-
keit führen (Paavonen & Eggert-Kruse 1999; Bébéar & de Barbeyrac 2009). Die Serotypen 
L1, L2 und L3 verursachen das Lymphogranuloma venereum, eine sexuell übertragbare 
Krankheit, die mit Lymphknotenschwellungen und genitalen Ulzerationen einhergeht 
(Bébéar & de Barbeyrac 2009).  
C. pneumoniae ist primär ein respiratorisches Pathogen des Menschen. Das klinische 
Bild einer Infektion mit C. pneumoniae reicht von asymptomatischen Verläufen bis zu 
Bronchitis und Pneumonien (Blasi et al. 2009). Infektionen sind weit verbeitet und vermut-
lich für etwa 10 % der ambulant erworbenen Pneumonien verantwortlich (Vila-Corcoles et 
al. 2009). Es können persistente Infektionen auftreten, bei denen ein Zusammenhang mit 
Atherosklerose und koronarer Herzerkrankung diskutiert wird (Stratton & Sriram 2003; 
Pesonen et al. 2009). Infektionen stehen ebenso im Zusammenhang mit Krankheitsverläu-
fen von chronischer Bronchitits und Asthma sowie Störungen des zentralen Nervensystems 





Der Stämme des Erregers C. psittaci verursachen beim Menschen die Ornithose (auch 
Psittakose oder Papageienkrankheit), eine Infektion des Respirationstrakts mit grippeähnli-
chen Symptomen. Zu Beginn der Infektion dringen die Bakterien in Epithelzellen und 
Makrophagen des Respirationssystems ein und vermehren sich. Im Verlauf der Infektion 
kann es zur systemischen Ausbreitung im Körper kommen, wobei insbesondere der Gast-
rointestinaltrakt, aber auch Gehirn, Herz und Leber mit unterschiedlicher klinischer Aus-
prägung betroffen sein können (Beeckman & Vanrompay 2009; Dickx & Vanrompay 
2011; Fraeyman A. et al. 2010). Der Erreger wird bei Kontakt mit infizierten Vögeln (vor-
allem Papageien, Tauben und Nutzgeflügel) oder deren Faeces aerogen übertragen 
(Harkinezhad et al. 2009). Als Chlamydienreservoir spielen sowohl wilde als auch domes-
tizierte Vögel eine Rolle (Harkinezhad et al. 2009; Van Droogenbroeck et al. 2009). Über-
tragungen von Vögeln auf Menschen werden regelmäßig in der Literatur beschrieben 
(Gaede et al. 2008; Harkinezhad et al. 2009; Heddema et al. 2006; Laroucau et al. 2009). 
Bis zu 95,6 % der Stadttauben (Columba livia forma domestica) in europäischen Städten 
besitzen Antikörper gegen C. psittaci (Magnino et al. 2009). Damit ist die Ornithose eine 
potentielle Gefahr sowohl für Mitarbeiter der Geflügelindustrie und Vogelbesitzer, als 
auch für gesamte Bevölkerung. Die in Deutschland jährlich gemeldeten Fallzahlen sind 
jedoch rückläufig. In den letzten 10 Jahren wurden insgesamt 269 Fälle gemeldet (Robert 
Koch-Institut 2014). Allerdings ist unklar, ob die gemeldeten Fälle das reale Infektionsge-
schehen widerspiegeln. Es wird vermutet, dass aufgrund unzureichenden Bewusstseins bei 
Ärzten über die Erkrankung und Symptome oftmals eine Infektion mit C. psittaci nicht 
diagnostiziert wird (Beeckman & Vanrompay 2009). Lokale Ornithoseausbrüche werden 
regelmäßig sowohl national als auch international registriert (Gaede et al. 2008; Lederer & 
Müller 1999; Matsui et al. 2008; Koene et al. 2007). Obwohl weitaus mehr Fälle bekannt 
sind, in denen die Übertragung von Vögeln auf Menschen stattfand, scheint auch von 
nicht-aviären Stämmen von C. psittaci eine potentielle Gefahr auszugehen. Neben den iso-
lierten Stämmen aus verschiedenen Vogelarten wurden Serotypen von C. psittaci aus Rin-
dern (Kemmerling et al. 2009), Schafen (Lenzko et al. 2011), Schweinen (Kauffold et al. 
2006; Vanrompay et al. 2004) und Wildschweinen (Hotzel et al. 2004), Pferden (Szeredi et 
al. 2005; Theegarten et al. 2008), Ziegen und Katzen (Pantchev et al. 2010) sowie aus Na-
getieren (Henning et al. 2008) isoliert. Die Serotypen von C. psittaci zeigen hinsichtlich 





Chlamydien (Sachse et al. 2008). Allerdings konnten in vergleichenden Genomanalysen 
keine Virulenzkriterien oder genetischen Marker detektiert werden, anhand derer eine Un-
terscheidung von aviären und nicht-aviären Stämmen möglich ist (Voigt et al. 2012; Read 
et al. 2013). 
1.3 Entwicklungszyklus  
Chlamydien sind obligat intrazelluläre Bakterien. Sie durchlaufen unter idealen Bedingun-
gen einen charakteristischen zweistufigen Entwicklungszyklus. Zu Beginn heften sich in-
fektiöse, aber metabolisch inaktive Elementarkörper (EK) an der Wirtszelle an und dringen 
in sie ein. Dabei kommt es zur Bildung eines membranumschlossenen Kompartiments, 
welches Inklusion genannt wird. Diese wird anschließend durch den Einbau chlamydialer 
Proteine modifziert. Die Inklusion sondert sich vom endozytotischen Vesikeltransportweg 
ab und wandert in die Nähe des Zellkerns. Die wachsende Inklusion bezieht Nährstoffe, 
wie Lipide, Aminosäuren, Nukleinsäuren und Eisen aus der Wirtszelle. In der Inklusion 
erfolgt eine Umwandlung in metabolisch aktive, aber nicht infektiöse Retikularkörper 
(RK). Diese vermehren sich durch Zweiteilung. Gegen Ende des Entwicklungszyklus 
kommt es wieder zur Umwandlung in EK. Der Zyklus endet nach 40 bis 72 h, wenn die 
EK durch Extrusion oder Lyse der Wirtszelle freigesetzt werden. Die frei gewordenen EK 
können nun weitere Zellen infizieren (Escalante-Ochoa et al. 1998). 
Durch verschiedene Einflüsse kann die intrazelluläre Entwicklung beeinflusst werden. 
Die Immunantwort des Wirtsorganismus (zum Beispiel durch Gamma-Interferon-
Produktion), ungünstige äußere Bedingungen (Mangel an essenziellen Substraten wie 
Tryptophan und Eisen) oder Antibiotika können bewirken, dass Chlamydien in einen per-
sistenten Zustand übergehen (Beatty et al. 1994; Wyrick 2010). Die Persistenz ist gekenn-
zeichnet durch aberrante (vergrößerte) RK, die sich nicht teilen und nicht in EK umgewan-
delt werden. Der chlamydiale Metabolismus ist vermindert und die Genexpression ver-
schiedener Proteine verändert (Molestina et al. 2002; Mathews et al. 2001). Es werden al-
lerdings weiterhin chlamydiale Effektorproteine in die Wirtszelle sekretiert (Kern et al. 
2009). Während der Persistenz sind Chlamydien nicht empfänglich für Antibiotika 
(Gieffers et al. 2001). Das Stadium der Persistenz ist reversibel und nach Entfernung der 





erfolgen und der Entwicklungszyklus weiter durchlaufen werden. Die Persistenz scheint 
ein Mechanismus zu sein, der das langfristige Überleben der Chlamydien bei widrigen 
Wachstumsbedingungen sichert (Schoborg 2011). Hinsichtlich chronischer Krankheitsver-
läufe besitzt das Stadium der Persistenz eine große medizinische Bedeutung (Kern et al. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des chlamydialen Entwicklungszyklus (nach Schoborg 2011). 
Zu Beginn heften sich infektiöse, metabolisch inaktive Elementarkörper (EK) an der Wirtszelle an und dringen in sie 
ein. Dabei kommt es zur Bildung eines membranumschlossenen Kompartiments, welches Inklusion genannt wird. 
Diese wandert zum Zellkern und es erfolgt eine Umwandlung der EK in nicht infektiöse, metabolisch aktive Retikular-
körper (RK). Diese vermehren sich durch Zweiteilung. Gegen Ende des Entwicklungszyklus kommt es wieder zur Um-
wandlung in EK. Der Zyklus endet nach 40 bis 72 h, wenn die EK durch Extrusion oder Lyse der Wirtszelle frei werden. 
Die frei gewordenen EK können nun weitere Zellen infizieren. Chlamydien können ihre Entwicklung unterbrechen und 






Über die Mechanismen mit denen Chlamydien die Wirtszelle infizieren, den intrazellulären 
Lebensstil aufrechterhalten sowie den Zellzyklus und Stoffwechsel des Wirts beeinflussen, 
ist nur wenig bekannt. Die beteiligten Komponenten auf der Seite der Chlamydien und auf 
Seite des Wirts variieren entsprechend der Chlamydien-Spezies und der Wirtszelle 
(Valdivia 2008). Chlamydien interagieren mit der Wirtszelle über Effektorproteine, die sie 
sowohl in die Inklusionsmembran einbauen, als auch direkt in das Zytoplasma der Wirts-
zelle sekretieren (Tabelle 1). Darüber beinflussen sie zum Beispiel die Expression ver-
schiedener Proteine der Wirtszelle (Olive et al. 2014). Die zugrunde liegenden Mechanis-
men sind komplex, und es werden verschiedene Faktoren benötigt. Im Folgenden werden 
einige Interaktionen zwischen Wirt und Pathogen kurz beschrieben.  







Aktin; Umgestaltung des Aktinzy-
toskeletts 
(Clifton et al. 2004; Clifton 
et al. 2005) 
CT694 Zytoplasma 
Ahnak; Umgestaltung des Aktin-
zytoskeletts 
(Hower et al. 2009; Bullock 
et al. 2012) 
ChlaOTU Zytoplasma 
NDP52, Ubiquitin; Entfernung von 
Ubiquitin 




(Delevoye et al. 2008; 
Paumet et al. 2009) 
IncD Inklusionsmembran 
CERT; Rekrutierung von Cerami-
den des ER 
(Derré et al. 2011a) 
IncG Inklusionsmembran 14-3-3beta; Apoptose-Inhibition 
(Scidmore & Hackstadt 
2001) 
CT228 Inklusionsmembran 
MYPT1; Einfluss auf Mechanismus 
zum Verlassen der Wirtszelle 
(Lutter et al. 2013a) 
CT229 Inklusionsmembran 
Rab4; Interaktion mit Recycling-
Endosomen  
(Rzomp et al. 2006) 
CT813 Inklusionsmembran 
Vamp7, Vamp8; Beeinflussung von 
Membranfusionen 
(Delevoye et al. 2008) 
CT850 Inklusionsmembran 
Src-Kinasen; Interaktion mit dem 
Zentrosom 
(Mital et al. 2010) 
Cpn0585 Inklusionsmembran 
Rab1, Rab10, Rab 11; Interaktion 
mit Recycling-Endosomen 
(Cortes et al. 2007) 
CP0236 Inklusionsmembran 
Act1; Verhinderung der NF-κB-
Aktivierung 





1.4.1 Anheftung und Internalisierung von Chlamydien in die Wirtszelle 
Es wird vermutet, dass die Anheftung von Chlamydien an die Wirtszelle durch einen zwei-
stufigen Prozess vermittelt wird. Die initiale reversible Interaktion des EK mit der Zelle ist 
mit Heparansulfat-Proteoglykanen assoziiert (Chen & Stephens 1994; Chen & Stephens 
1997; Wuppermann et al. 2001). Anschließend kommt es zu einer hoch affinen, irreversib-
len Bindung an Wirtszellrezeptoren (Dautry-Varsat et al. 2005). Chlamydien können viel-
fältige Zelltypen infizieren, was darauf schließen lässt, dass die benötigten Rezeptoren 
ubiquitär sind oder verschiedene Rezeptoren verwendet werden können (Bastidas et al. 
2013). Daran sind möglicherweise der Mannose-Rezeptor, der Mannose-6-phosphat-
Rezeptor und der Estrogenrezeptor beteiligt (Cocchiaro & Valdivia 2009). Zudem konnte 
gezeigt werden, dass die an der Zelloberfläche exprimierte Protein-Disulfid-Isomerase eine 
wichtige Rolle während der Anheftung und Aufnahme spielt (Abromaitis & Stephens 
2009). Weiterhin wurde gezeigt, dass Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren ebenfalls 
für die Anheftung von Bedeutung sind (Elwell et al. 2008; Kim et al. 2011). Zudem sind 
verschiedene bakterielle Adhäsine und Liganden an der Anheftung beteiligt (Bastidas et al. 
2013). Dazu zählen Glykosaminoglykane (Menozzi et al. 2002), MOMP (major outer 
membrane protein) (Su et al. 1996), OmcB (outer membrane complex protein B) (Fadel & 
Eley 2007) und PmpD (polymorphic membrane protein D) (Mölleken et al. 2010) 
Die Internalisierung der Chlamydien wird durch die Umgestaltung von Aktinfilamenten 
realisiert. Dieser Prozess wird durch Rho-GTPasen vermittelt (Hackstadt 2000; Dautry-
Varsat et al. 2005; Cocchiaro & Valdivia 2009; Carabeo 2011; Scidmore 2011). Hierbei 
wird von C. trachomatis die Rho-GTPase Rac1 benötigt (Carabeo et al. 2004), während 
Cdc42 und Arf6 bei der Internalisierung von C. caviae eine Rolle spielen (Subtil et al. 
2004; Balañá et al. 2005). Mittels des Typ-III-Sekretionssystems sekretiert der EK das Pro-
tein TARP (translocated actin-recruiting phosphoprotein), welches durch direkte Bindung 
an Aktin (Jewett et al. 2006) die Nukleation fördert oder durch Rekrutierung von GTP-
Austauschfaktoren die Rho-GTPase Rac1 aktiviert (Carabeo et al. 2007; Lane et al. 2008). 
Die Umgestaltung der Aktinfilamente ist ein transienter, in weiten Teilen noch ungeklärter 
Prozess, der durch weitere Faktoren beeinflusst wird. So könnte der chlamydiale Effektor 
CT166 diesen Prozess beenden, indem er Rac1 glykolisiert (Thalmann et al. 2010). Ebenso 





giert. Hier wird spekuliert, dass dies einen Einfluss auf die Fluidität der Zellmembran ha-
ben kann (Hower et al. 2009). Weitere Faktoren der Wirtszelle, wie Clathrin (Boleti et al. 
1999; Hybiske & Stephens 2007a), cholesterinreiche Mikrodomänen (Norkin et al. 2001; 
Jutras et al. 2003; Stuart et al. 2003; Gabel et al. 2004) und Tyrosinkinasen (Elwell et al. 
2008; Kim et al. 2011) sind ebenfalls bei der Aufnahme der Chlamydien in die Zelle von 
Bedeutung. 
1.4.2 Transport in die Nähe des Zellkerns 
Innerhalb weniger Stunden nach Endozytose in die Wirtszelle wandert die frühe Inklusion 
zum MTOC (microtubule organizing center) in die Nähe des Zellkerns. Während der in-
trazellulären Entwicklung verbleibt die Inklusion am Zentrosom (Clausen et al. 1997; 
Campbell, Richmond & P. S. Yates 1989; Campbell, Richmond & P. Yates 1989; 
Hackstadt et al. 1996; Grieshaber et al. 2006). In Folge dessen kommt es in der Zelle wäh-
rend des Zellzyklus zu Unregelmäßigkeiten in der Anzahl der Zentrosomen, bei der Aus-
bildung der Pole des Spindelapparats und bei der Trennung der Chromatiden (Grieshaber 
et al. 2006; Johnson et al. 2009).  
Die Wanderung der Inklusion in die Nähe des Zellkerns und der Verbleib am Zentro-
som ist abhängig vom Motorprotein Dynein, aber nicht von der p50-Dynamitin-
Untereinheit des Dynaktins (Clausen et al. 1997; Grieshaber et al. 2003). Die p50-
Dynamitin-Untereinheit ist ein essenzieller Bestandteil des Dynaktins zur Aktivierung des 
Dyneins und Verknüpfung mit vesikulärem Transportgut. Es wird vermutet, dass ein chla-
mydiales Protein in der Inklusionsmembran die Funktion von p50-Dynamitin oder eines 
intakten Dynaktin-Komplexes ersetzt, um die chlamydiale Inklusion mit Dynein zu ver-
knüpfen (Grieshaber et al. 2003). Chlamydiale Effektorproteine, welche eine Interaktion 
mit dem Mikrotubuli-Netzwerk vermitteln, sind bisher allerdings nicht bekannt. In 
C. trachomatis-infizierten Zellen wurden spezielle Inc-Proteine gefunden, welche in Mik-
rodomänen mit aktiven Src-Kinasen assoziieren und mit dem Zentrosom kolokalisieren 





1.4.3 Vermeidung des endozytotischen Vesikeltransportwegs 
Chlamydien replizieren in einer Inklusion, die nicht dem endozytotischen Weg der Wirt-
zelle folgt (Fields & Hackstadt 2002). Die Verhinderung der Fusion mit primären Lysoso-
men ist von enormer Bedeutung für das intrazelluläre Überleben von Chlamydien. Durch 
selektiven Einfluss auf Membranfusionen mit Vesikeln der Wirtszelle kann dies beeinflusst 
werden. Beispielsweise können Chlamydien verschiedene Rab-GTPasen und assoziierte 
Proteine an die Inklusion rekrutieren (Rzomp et al. 2006; Cortes et al. 2007; Moorhead et 
al. 2007). Rab-GTPasen sind periphere Membranproteine, die eine spezifische subzelluläre 
Lokalisierung aufweisen und eine enorme Bedeutung bei intrazellulären Membranfusionen 
und der Vesikelverteilung besitzen (Stenmark & Olkkonen 2001). Chlamydien interagieren 
unter anderem mit Rab1, Rab6 und Rab10, welche für den Vesikeltransport zwischen En-
doplasmatischem Retikulum und Golgi-Apparat wichtig sind (Rzomp et al. 2006; Brumell 
& Scidmore 2007; Moorhead et al. 2007; Capmany & Damiani 2010). Dabei werden eini-
ge Rab-Proteine nur von bestimmten Chlamydien-Spezies benötigt, während andere ubi-
quitär rekrutiert werden (Rzomp et al. 2003). 
Phosphoinositide sind Phospholipidbestandteile in Membranen, von denen eine Reihe 
wichtiger Signalwege in der Zelle ausgehen. Sie besitzen eine essenzielle Bedeutung in der 
Vesikelfusion (Balla 2013). Es wird vermutet, dass sie ebenfalls während der Infektion von 
Chlamydien eine entscheidende Rolle spielen. Phosphoinositol-4-phosphate sind in den 
Vesikeltransport des Golgi-Apparats involviert. Verschiedene Proteine, die mit dem Phos-
phoinositol-4-Phosphat-Metabolismus assoziiert sind, werden an die Inklusion rekrutiert 
und beeinflussen die Bildung der Inklusion und die Infektiösität der Chlamydien 
(Moorhead et al. 2010; Elwell et al. 2011). Neben diesen Mechanismen können Chlamy-
dien durch Rekrutierung von SNARE (soluble NSF(N-ethylmaleimide-sensitive factor)-
sensitive attachment receptor)-Proteinen in das Vesikeltransportsystem der Wirtszelle ein-
greifen. Dies wurde bereits für Syntaxin6 und GS15 gezeigt, welche spezifisch für den 
Golgi-Apparat sind (Moore et al. 2011; Pokrovskaya et al. 2012), sowie für Vamp3, 
Vamp7 und Vamp8, welche in endozytotischen Vesikeln vorkommen (Delevoye et al. 
2008; Paumet et al. 2009). In C. trachomatis wurden Proteine in der Inklusionsmembran 
gefunden, welche Motive besitzen, die eine hohe Ähnlichkeit zu eukaryotischen SNARE-





CT223 und CT813 identifiziert werden (Delevoye et al. 2008; Paumet et al. 2009). Für 
IncA konnte eine direkte Interaktion mit den SNARE-Proteinen Vamp3, Vamp7 und 
Vamp8 nachgewiesen werden (Delevoye et al. 2004; Delevoye et al. 2008; Paumet et al. 
2009). Es wird vermutet, dass durch diese SNARE-ähnlichen Motive SNARE-Proteine der 
Wirtszelle gebunden werden. Dadurch können Membranfusionen sowohl begünstigt als 
auch verhindert werden (Paumet et al. 2009). 
1.4.4 Intrazelluläre Akquisition von Nährstoffen 
Chlamydien benötigen Nährstoffe für die Replikation, Wachstum und Stabilität der Inklu-
sionsmembran. Die Inklusionsmembran ist permabel für zytoplasmatische Ionen und be-
sitzt einen pH-Wert von 7,2 (Grieshaber et al. 2002). Aufgrund der geringen Genomgröße 
fehlen allen Chlamydien-Spezies wichtige Enzyme, wodurch sie teilweise inkomplette 
Biosynthesewege aufweisen. Infolgedessen müssen die benötigten Metabolite und Energie 
von der Wirtszelle entnommen werden (McClarty 1994; Fuchs et al. 2012). 
Lipide werden von Chlamydien zur Replikation und zum Wachstum der Inklusion be-
nötigt (van Ooij et al. 2000; Robertson et al. 2009). Durch Interaktion mit exozytotischen 
Vesikeln aus dem Golgi-Apparat (Heuer et al. 2009), späten Endosomen (Beatty 2006; 
Beatty 2008; Robertson et al. 2009) und Lipid Droplets (Kumar et al. 2006; Cocchiaro & 
Valdivia 2009) können Chlamydien Sphingomyelin, Cholesterol und neutrale Lipide auf-
nehmen. Über gezielte Membranfusionen, deren bekannte Mechanismen bereits erwähnt 
wurden, können sich Chlamydien diese Lipide aus der Wirtszelle zugänglich machen. Es 
wurde eindeutig gezeigt, dass Chlamydien durch Interaktion mit Rab6, und Rab11 eine 
Fragmentierung des Golgi-Apparats bewirken. Diese Golgi-Ministapel lagern sich kreis-
förmig um die Inklusion und erleichtern die Aufnahme der Lipide (Heuer et al. 2009; 
Rejman Lipinski et al. 2009). Neben den Interaktionen mit Vesikeln wurden ebenfalls Ve-
sikel-unabhängige Mechanismen beschrieben, um Lipide zu beschaffen (Derré et al. 
2011b; Su et al. 2004). Beispielsweise wird CERT (ceramide transfer protein) durch Inter-
aktion mit IncD an die Inklusion rekrutiert (Derré et al. 2011b; Elwell et al. 2011; Agaisse 
& Derré 2014). CERT ist ein zytosolisches Proteine welches am Transport von Ceramiden 





Eisen erhalten Chlamydien aus Recycling-Endosomen durch Interaktion mit Rab4 und 
Rab11 (Rzomp et al. 2003; Rzomp et al. 2006; Ouellette & Carabeo 2010). Durch Interak-
tion mit Rab-Proteinen können sie ebenso mit sekundären Lysosomen interagieren und 
essentielle Aminosäuren aus dem intrazellulären Proteinabbau des Wirts erhalten 
(Ouellette et al. 2011). Chlamydien können ebenfalls aktiv Proteasen in die Wirtszelle sek-
retieren, wie CPAF (Chlamydial protease-like activity factor) und cHtrA (Chlamydial high 
temperature requirement protein A) (Zhong 2011; Chen et al. 2012; Wu et al. 2011). Zu-
dem besitzen sie in der Inklusionsmembran spezielle Transporter mit denen Aminosäuren 
in das Lumen geschleust werden können (Saka & Valdivia 2010) 
Für den Energiestoffwechsel und die Nukleinsäurebionsynthese sind Purine und Pyri-
midine von essenzieller Bedeutung. In einem zellfreien Kultivierungssystem zeigten aufge-
reinigte EK und RK eine hohe metabolische Aktivität. Während EK vorzugsweise Gluko-
se-6-Phosphat als Energiequelle verwenden, benötigen RK eher ATP (Omsland et al. 
2012). Die Fähigkeit zur Synthese von Nukleotiden variiert je nach Chlamydien-Spezies. 
Allen ist gemein, dass sie nur begrenzt zu deren Synthese fähig sind (Stephens et al. 1998; 
Read et al. 2000; McClarty & Qin 1993; McClarty & Fan 1993; Tipples & McClarty 1993; 
Wylie et al. 1996). Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigten, dass Chlamydien direkt mit 
den Mitochondrien der Wirtszelle interagieren (Matsumoto et al. 1991; Derré et al. 2007). 
Mithilfe spezieller Nukleotid-Transportsysteme können Chlamydien ATP, GTP, CTP und 
UTP importieren (Haferkamp et al. 2004; Linka et al. 2003; Winkler & Neuhaus 1999; 
Tjaden et al. 1999). 
1.4.5 Verlassen der Wirtszelle 
Am Ende des Entwicklungszyklus können Chlamydien die Wirtszelle durch Zelllyse oder 
Extrusion wieder verlassen (Hybiske & Stephens 2007b). Hierbei spielt möglicherweise 
einer Interaktion von CT228 mit dem Motorprotein Myosin eine Rolle (Lutter et al. 
2013b). Die Zelllyse bedingt teilweise die Ruptur der Inklusions-, Zellkern- und Zell-
membran durch Cystein-Proteasen. Die Extrusion beinhaltet die Abschnürung der Inklusi-
on mit Teilen der Zellmembran. Dieser Vorgang benötigt Aktin, Myosin und die Rho-
GTPase RhoA (Hybiske & Stephens 2007b). Die Zellmembran der Wirtszelle wird an-






Alle Chlamydien exprimieren multiple, konservierte Proteine für ein nicht-flagelläres Typ-
III-Sekretionssystem (T3SS). Das T3SS ist eine Art molekulare Injektionsnadel, mit deren 
Hilfe gram negative Bakterien virulenzassoziierte Proteine in das Zytoplasma der Wirtszel-
le oder in die Inklusionsmembran injizieren können (Ghosh 2004). Bereits EK besitzen ein 
funktionelles T3SS (Fields et al. 2003), welches bei Kontakt mit der Wirtszelle direkt vor-
synthetisierte Effektorproteine sekretiert (Clifton et al. 2004).  
Das T3SS besteht aus etwa 25 Proteinen und durchspannt sowohl die innere und äußere 
Bakterienmembran als auch die Inklusionsmembran (Abbildung 2). Der strukturelle Auf-
bau umfasst einen Exporter, einen Basalkörper, ein Injektisom und einen Translokator. Der 
Exporter befindet sich in der inneren Bakterienmembran und ist mit einer membrangebun-
denen ATPase assoziiert (Büttner 2012). Spezielle Chaperone binden direkt an Substrate 
des T3SS und fördern deren Sekretion (Fattori et al. 2011). Die Effektorproteine gelangen 
über den Basalkörper zur äußeren Bakterienmembran. Das Injektisom vermittelt den 
Transport zu den Translokatoren in der Inklusionsmembran. Anschließend werden die Ef-
fektorproteine entweder direkt in das Zytoplasma der Wirtszelle sekretiert oder in die In-
















Abbildung 2: Schematischer Aufbau des bakteriellen Typ-III-Sekretionssystems (nach Beeckman & Vanrompay 
2010).  
Die Effektorproteine werden vom Exporter über den Basalkörper in die äußere Bakterienmembran transportiert. 






Die Proteine in der Inklusionsmembran (Inc-Proteine) sind eine Gruppe bedeutender chla-
mydialer Effektorproteine (Rockey et al. 2002). Eine strukturelle Gemeinsamkeit aller Inc-
Proteine ist das Vorhandensein einer zytoplasmatischen und einer hydrophoben Domäne. 
Durch die hydrophobe Domäne sind Inc-Proteine in der Inklusionsmembran verankert 
(Bannantine et al. 2000). Die Domäne besitzt eine Länge von 50-80 Aminosäuren sowie 
einen etwas weniger hydrophoben Bereich in der Mitte, woraus eine zweilappige Struktur 
entsteht (Rockey et al. 2002). Die zytoplasmatische Domäne ragt in das Wirtszellzytop-
lasma und interagiert mit Wirtszellproteinen (Dehoux et al. 2011). Durch direkte Interak-
tionen mit Proteinen der Wirtszelle beeinflussen Inc-Proteine verschiedene zelluläre Ab-
läufe. Dies macht Inc-Proteine zu interessanten Kandidaten für Untersuchungen von Pro-
tein-Protein-Interaktionen.  
Von IncB aus C. psittaci wird aufgrund von DNA-Sequenz-basierter Strukturvorhersagen 
angenommen, dass es in der Inklusionsmembran lokalisiert ist (Schöfl et al. 2011). Es 
wurden bisher keine Interaktionspartner von IncB oder funktionelle Auswirkungen be-
schrieben. 
1.7 Das humane Protein Snapin 
Snapin ist ein ubiquitär verbreitetes Protein, welches sowohl zytoplasmatisch, als auch 
membrangebunden in der Zelle vorkommt (Buxton et al. 2003). Snapin besteht aus einer 
N-terminalen hydrophoben Domäne und einer C-terminalen Coiled-Coil-Region 
(Abbildung 8). Diese besteht aus α-Helices, die bevorzugt als Dimer vorkommen (Navarro 
et al. 2012). Snapin wurde zunächst als neuronales Protein identifiziert, welches eine wich-
tige Rolle in der Freisetzung von Neurotransmittern spielt (Ilardi et al. 1999). Aufgrund der 
bekannten Interaktionspartner besitzt Snapin auch eine generelle Funktion bei der Endo- 
und Exozytose sowie dem Vesikeltransport (Buxton et al. 2003). Es ist bekannt, dass Sna-
pin in Neuronen den Transport später Endosomen durch direkte Interaktion mit Dynein 





1.8 Das Motorprotein Dynein 
Innerhalb der Zelle sind verschiedene Motorproteine an einem ATP-abhängigen Transport 
entlang der Mikrotubuli beteiligt. Mikrotubli sind gerichtete Strukturen mit einem Minus-
Ende am MTOC und einem Plus-Ende an der Zellperipherie. Der Transport in Richtung 
Zellperipherie wird hauptsächlich durch Kinesin-Proteine arrangiert, während Dynein-
Proteine für den Transport in Richtung des MTOC verantwortlich sind (Lodish et al. 
2000). Die Superfamilie der Dynein-Motorproteine besteht aus zwei großen Klassen von 
Proteinen, den axonemalen und den zytoplasmatischen Dyneinen. Die axonemalen Dynei-
ne sind ausschließlich im Axonem eukaryotischer Cilien und Geißeln vorhanden und für 
das Schlagen der Geißel verantwortlich (Kikkawa 2013). Zytoplasmatisches Dynein ist an 
dem retrograden Transport und der Positionierung membranöser Organellen, Endosomen, 
Phagosomen und Lysosomen beteiligt. Zudem ist es notwendig zur Ausrichtung der Chro-
mosomen und des mitotischen Spindelapparates während der Zellteilung (Lodish et al. 
2000). Das zytoplasmatische Dynein ist ein multimerer Proteinkomplex mit einer moleku-
laren Masse von 1,6 MDa (Abbildung 3) (Hirokawa 1998). Der Komplex besteht aus zwei 
schweren Ketten, drei mittelschweren Ketten und mehreren leichten Ketten. Die schweren 
Ketten besitzen eine ATPase-Aktivität und generieren die für Tansportprozesse benötigte 
Energie. Das Transportgut bindet an die mittelschweren Ketten. Die leichten Ketten besit-
zen eine regulierende Funktion (Allan 2011). Zur Bindung des Transportguts an Dynein ist 
zudem eine Interaktion mit dem Proteinkomplex Dynaktin notwendig (Kardon & Vale 







Abbildung 3: Schematischer Aufbau des zytoplasmatischen Dyneins (nach Lodish et al., 2000).  
Zytoplasmatisches Dynein ist ein multimerer Proteinkomplex und besteht aus zwei schweren Ketten, drei mittel-






Chlamydien schaffen sich durch gezielte Manipulationen der Wirtszelle einen Lebensraum, 
der ihnen intrazelluläres Wachstum und Replikation ermöglicht. Der Erreger C. psittaci 
verursacht beim Menschen Ornithose, die bedeutendste Chlamydiose mit zoonotischem 
Ursprung. Über die molekularen Mechanismen des Infektionsverlaufs und der Übertragung 
auf den Menschen ist sehr wenig bekannt. Die Aufdeckung bislang unbekannter Interak-
tionen chlamydialer Effektorproteine mit Proteinen der Wirtszelle und deren funktionelle 
Charakterisierung sind deshalb von besonderer Bedeutung.  
Im Fokus stehen dabei Proteine, die in der Inklusionsmembran lokalisiert sind. Es ist 
bekannt, dass Effektorproteine über das Typ-III-Sekretionssystem direkt in das Wirtszell-
zytoplasma oder in die Inklusionsmembran sekretiert werden. Durch Interaktionen mit 
Proteinen der Wirtszelle beeinflussen sie maßgeblich den Infektionsverlauf. Von IncB 
wurde aufgrund DNA-Sequenz-basierter Strukturvorhersagen angenommen, dass es in der 
Inklusionsmembran lokalisiert ist. Über Interaktionspartner von IncB und deren Funktion 
war bisher nichts bekannt. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das potentielle Effektorprotein IncB aus 
C. psittaci hinsichtlich Hydrophobizität, Expression und Lokalisierung zu charakterisieren 
und es somit als Köderprotein für einen Hefe-Zweihybrid-Screen zu qualifizieren. Aus 
dem Hefe-Zweihybrid-Screen hervorgegangene humane Interaktionspartner sollten mittels 
biochemischer und zellbiologischer in vitro und in vivo Methoden in ihrer Interaktion mit 
IncB bestätigt und vertiefend funktionell charakterisiert werden. Die Ergebnisse sollen 
dazu beitragen, die molekularen Mechanismen, die in die Übertragung der Chlamydienin-
fektion auf den Menschen involviert sind, besser zu verstehen. 
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2. Material 
Die verwendeten Lösungen, Puffer und Medien wurden autoklaviert (20 Minuten, 121°C, 
1 bar), steril filtriert oder steril von den Herstellern bezogen. 
2.1 Zelllinien und Stämme 
Tabelle 2: Verwendete Zelllinien. 




nomzelllinie mit integriertem 





HeLa SilenciX Kontrolle Human; zervikale Adenokarzi-
nomzelllinie mit integriertem 





HEp-2 (human epidermoid 
cancer s) 
Human; Larynxkarzinomzelllinie 
mit Adenovirus und Paramyxovi-
rus 
K. Sachse, FLI 
Jena 
ATCC-CCL-23 
HEK293T (human embryonic 
kidney ) 
Human; embyronale Nierenzell-
linie transformiert mit Adenovi-
rus 5 DNA 




Tabelle 3: Verwendete E.-coli-Stämme. 
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Tabelle 4: Verwendete Chlamydien-Stämme. 
Stamm Bezeichnung Herkunft 
DC10 C. trachomatis, Serovar D K. Sachse, FLI Jena 
DC15 C. psittaci, Serotyp A , Genotyp A K. Sachse, FLI Jena 
 
Tabelle 5: Verwendete S.-cerevisiae-Stämme. 
Stamm Beschreibung Herkunft 
DBY747 MATa, his3Δ, leu2-3, 112, ura3-52, trp1-289 Clontech Laboratories, 
Inc., USA 







Y187 MATα, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, 
gal4Δ, met
-
, gal80Δ, URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-lacZ 
Clontech Laboratories, 
Inc., USA 
Y187 MATα, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, 
gal4Δ, met
-
, gal80Δ, URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-lacZ  
mit humaner HeLa MATCHMAKER cDNA-Bank 
Clontech Laboratories, 
Inc., USA 
Y190 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801,trp1-901, 






2.2 Vektoren und Plasmide 
Tabelle 6: Verwendete Vektoren und Plasmide. 
Vektor/Plasmid Beschreibung Herkunft 
pGADT7 PT7, Zweihybridvektor, GAL4-AD Clontech Laboratories, Inc., USA 
pGBKT7 PT7, Zweihybridvektor, GAL4-BD Clontech Laboratories, Inc., USA 
pcDNA3  PCMV, Expressionsvektor für Säugerzellen LifeTechnologies GmbH, 
Deutschland 
pcDNA3.1/myc-His A PCMV, Expressionsvektor für Säugerzellen LifeTechnologies GmbH, 
Deutschland 
pGEX-4T-1 pTAC, E. coli Expressionskonstrukt für GST-
Fusionsprotein 
GE Healthcare Europe GmbH, 
Deutschland 
pGBT9 PADH1, Zweihybridvektor, GAL4-BD Agilent Technologies, Inc., USA 
pFH8 pGBT9, c-Myc (C-Terminus), EcoRI/BamH F. Hänel, HKI 
pAH11 pcDNA3.1/myc-His A, IncB (1-202), Eco-
RI/XhoI 
F. Hänel, HKI 
pAH12 pcDNA3.1/myc-His A, IncB (1-113), Eco-
RI/XhoI 





Vektor/Plasmid Beschreibung Herkunft 
pAC8 pGEX-4T-1, IncB (1-202), EcoRI/XhoI F. Hänel, HKI 
pAC9 pGEX-4T-1, IncB (1-113), EcoRI/XhoI F. Hänel, HKI 
pAC11 pGBKT7, IncB (1-113), EcoRI/XhoI F. Hänel, HKI 
pNB3 pGBKT7, IncB (1-202), EcoRI/XhoI F. Hänel, HKI 
pFH544 pGADT7, IncB (1-113), EcoRI/XhoI F. Hänel, HKI 
pSB12 pGEX-4T-1, IncB C. trachomatis (1-115), 
EcoRI/SalI 
diese Arbeit 
pSB13 pGBKT7, IncB C. trachomatis (1-115), Eco-
RI/SalI 
diese Arbeit 
pFH583 pGEX-4T-1, IncB C. pneumoniae (1-176), 
EcoRI/XhoI 
F. Hänel, HKI 
pAH1 pGEX-4T-1, Snapin (70-136), EcoRI/XhoI F. Hänel, HKI 
pAH2 pGEX-4T-1, Snapin (1-136), EcoRI/XhoI F. Hänel, HKI 
pSB7 pcDNA3, Snapin (1-136), EcoRI/XhoI diese Arbeit 
pFH588 pGADT7, DIC (73-682), EcoRI/XhoI F. Hänel, HKI 
pFH589 pGADT7, DIC (126-628), EcoRI/XhoI F. Hänel, HKI 
DIC  EX-Mm20519-B05, DIC (1-628) GeneCopoeia, Inc., USA 
 
2.3 Medien 
Tabelle 7: Verwendete Medien zur Kultivierung von E. coli. 
Medium Zusammensetzung 
LB-Medium 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Bacto-Hefeextrakt; 10 g/l NaCl 
LBAmp-Medium LB-Medium; 100 µg/ml Ampicillin 
LBKana-Medium LB-Medium; 10 µg/ml Kanamycin 
LB-Agar 1,5 % (w/v) Bacto-Agar in LB-Medium; pH 7,5 
SOC-Medium 2 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Bacto-Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 10 mM MgSO4; 






Tabelle 8: Verwendete Medien zur Kultivierung von S. cerevisiae. 
Medium Zusammensetzung 
YPD-Medium 20 g/l Bacto-Pepton; 10 g/l Bacto-Hefeextrakt; 20 g/l Glukose 
YPD-Agar 1,5 % (w/v) Bacto-Agar in YPD-Medium 
Selektionsmedium 10 % (w/v) Yeast Nitrogen Base (YNB) w/o Amino Acids; je nach Selektion: 20 
mg/l Adeninsulfat, L-Histidin-HCl, L-Methionin, L-Tryptophan, 30 mg/l L-
Leucin, L-Lysin-HCl; 5 mM 3-Amino-1,2,4-Triazol  
Selektionsagar 1,5 % (w/v) Bacto-Agar in Selektionsmedium 
 
Tabelle 9: Verwendete Medien zur Kultivierung von Humanzellen und Chlamydien. 
Medium Zusatz 
DMEM mit 4,5 g/l Glukose 10% fetales Kälberserum (FCS) 
DMEM mit 4,5g/l Glukose, L-Glutamin, 110mg/l Natriumpyruvat 10 % FCS, 125µg/ml Hygromycin B 
RPMI 1640 mit L-Glutamin  10 % FCS 
2.4 Lösungen und Puffer 
Tabelle 10: Verwendete Lösungen und Puffer. 
Puffer/Lösung Zusammensetzung 
Ammoniumpersulfat  10 % (w/v) in A. bidest. 
Blocklösung (Western Blot) 5 % Milchpulver in TBST 
Blocklösung (Immunfluoreszenz) 5% FCS, 01 % NP-40 in PBS 
Bradford-Arbeitslösung 3 % (v/v) 96 % Ethanol; 6 % (v/v) 85 % Phosphorsäure; 6 % (v/v) Brad-
ford-Stammlösung in A. bidest. 
BSA-Lösung 1 µg/µl in A. bidest. 
Coomassie-Färbelösung 40 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsäure; 0,2 % (w/v) Brilliant Blau 
G 250 
DAPI-Stammlösung 0,1 mg/ml in A. bidest. 
2 mM dNTP-Mix je 20 µl aus 100 mM dATP, dTTP, dCTP und dGTP auf 920 µl 
DEAB-Puffer (5x) 2,75 % (w/v) Borsäure; 2 % (v/v) 0,5 M EDTA (pH 8,0); 1,8 % (w/v) Die-
thanolamin 
HB-Puffer 20 mM HEPES (pH 7,8); 100 mM KCl; 5 mM MgCl2 
HB-Igepal 0,5 % Igepal CA-630 in HB 
HB-Igepal-DTT 0,5 % Igepal CA-630; 0,5 % DTT in HB 






Lösung B 40 % (w/v) Polyethylenglykol 1000; 200 mM Bicin 
Lösung C 150 mM NaCl; 10 mM Bicin 
Lyse-Puffer (S. cerevisiae) 10 mM Tris/HCl (pH8,0), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS, 
2 % Triton X-100 
ONPG/Z-Puffer 75 mg ONPG in 7,5 ml Z-Puffer 







1 mg/ml in A. bidest. 
1 mg/ml in A. bidest. 
1 mg/ml in Methanol 
100 mM in 2-Propanol 
Proteaseinhibitor-Lösung 1 mM PMSF; 10 mM DTT in PBS 
Proteingelladepuffer (4x) 20 % (v/v) 1,5 M Tris-HCl (pH 6,8); 2,4 % (w/v) SDS; 26 % (v/v) Glyzerin; 
30 % (v/v) β-Mercaptoethanol; Brilliant Blau G 250; ad. 50 ml A. bidest. 
RIPA-Puffer 150 mM NaCl; 65 mM Tris-HCl (pH 7,5); 1 % (w/v) Natrium Deoxycho-
lat; 1 % (v/v) Triton X-100; 0,1 % (w/v) SDS 
Strip-Lösung 62,5 mM Tris-HCl (pH 6,8); 2 % (w/v) SDS; 100 mM β-Mercaptoethanol 
TFB I 30 mM K-Acetat; 50 mM MnCl2; 100 mM KCl; 10 mM CaCl2; 15 % (w/v) 
Glyzerin 
TFB II 10 mM MOPS; 10 mM KCl; 75 mM CaCl2; 15 % (w/v) Glyzerin 
Tris-Glycin-Gellaufpuffer (10x) 248 mM Tris; 1,92 M Glycin; 1,5 % (w/v) SDS 
Tris-Glycin-Trenngelpuffer (4x) 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8); 0,4 % (w/v) SDS 
Tris-Glycin-Sammelgelpuffer 
(4x) 
0,5 M Tris-HCl (pH 6,8); 0,4 % (w/v) SDS 
Transferpuffer (1x) 48 mM Tris; 39 mM Glycin; 0,0375 % (w/v) SDS; 20 % (v/v) Methanol 
TBST (10x) 200 mM Tris-HCl (pH 7,5); 1,5 M NaCl; 0,1 % (v/v) Tween®20 
X-GAL-Stocklösung 20 mg in 1 ml Dimethylformamid 
Zelllysepuffer 150 mM NaCl; 50 mM Tris (pH 8,0); 1 % Triton X-100 
Z-Puffer 16,1 g/l Na2HPO4 x 7H2O; 5,5 g/l NaH2PO4 x H2O; 0,75 g/l KCl; 0,246 g/l 
MgSO4 x 7H2O 
Z-Puffer-Mercaptoethanol 10 ml Z-Puffer, 27 µl β-Mercaptoethanol (ME) 
Z/X-Lösung 10 ml Z-Puffer, 27 µl β-Mercaptoethanol, 0,167 ml X-GAL-
Stammlösung 
SPGA-Stabilisator (1 l) 74,60 g Saccharose, 0,52 g KH2PO4, 1,25 g K2HPO4, 0,92 g L-

















Nitrogen Base (YNB) w/o Amino Acids, Bacto
TM
-Agar 
Becton Dickinson GmbH, 
Deutschland 
D(+)Glukose Merck KGaA, Deutschland 
Glutathion-Sepharose
TM
 4B, Protein G Sepharose
TM




S]-Methionin Hartmann Analytic GmbH, 
Deutschland 
Kalziumchlorid, Magnesiumsulfat Merck KGaA, Deutschland 




Fetales Kälberserum LifeTechnologies GmbH, 
Deutschland 
Leupeptin, Pepstatin Roche Deutschland Hol-
ding GmbH, Deutschland  
Aprotinin, Bicin, Borsäure, Brilliant Blau G 250, 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
(DAPI), Diethanolamin, Ethylenediamintetraessigsäure Dinatriumsalz Di-
hydrat (EDTA), Ethylenglykol, Essigsäure, Ethanol, Ethidiumbromid, Glyze-
rin, Glycin, Kaliumacetat, Kaliumchlorid, Milchpulver, β-Mercaptoethanol, 
Methanol, Natriumchlorid, o-Phosphorsäure, 2-Propanol, Polyethylenglykol 




Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Deutschland 
L-Lysin, Morpholinopropansulfonsäure (MOPS), Phenylmethylsulfonylfluo-
rid (PMSF) 
Serva Electrophoresis 
GmbH, Deutschland  
Agar, Adeninhemisulfat, 3-Amino-1,2,4-Triazol, Ammoniumpersulfat, Am-
picillin Natriumsalz, Bovines Serumalbumin, Deoxynukleotid Set, Dimethyl-
formamid, Dimethyl Sulfoxid (DMSO), HEPES, L-Histidin, Igepal CA-630, 
Kanamycin, L-Leucin, Manganchlorid, Magnesiumchlorid, L-Methionin, 
Sodium Deoxycholat, N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin (TEMED), L-
Tryptophan, Evans blue 
Sigma-Aldrich Co. LLC., 
USA 
2.6 Größenstandards 




 Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, Inc., USA 
Lambda DNA/Eco91I (BstEII) Thermo Fisher Scientific, Inc., USA 






Tabelle 13: Verwendete Enzyme. 
Enzym Hersteller 
Pwo-DNA-Polymerase Peqlab Biotechnologie GmbH, Deutschland 
Restriktionsendonukleasen Thermo Fisher Scientific, Inc., USA 
Taq-DNA-Polymerase Peqlab Biotechnologie GmbH, Deutschland 
T4-DNA-Ligase LifeTechnologies GmbH, Deutschland 
2.8 Antikörper 
Tabelle 14: Verwendete primäre Antikörper. 
Antikörper Spezies Verdünnung Hersteller 
Anti-β-Aktin Maus 1:1000 (WB) Sigma-Aldrich Co. LLC., USA 
Anti IncB Kaninchen 1:100 (WB, IF) GenScript, Inc., USA 
Anti-Dynein (intermediate chain) Maus 1:200 (WB, IF) Sigma-Aldrich Co. LLC., USA 
Anti-Snapin Kaninchen 1:100 (WB, IF) Synaptic Systems GmbH, 
Deutschland 
Anti-Snapin Maus 1:100 (IF) Novus Biologicals, LLC, USA 
Anti-MOMP  Maus 1:200 (IF) Abcam plc., UK 
 
Tabelle 15: Verwendete sekundäre Antikörper. 
Antikörper Spezies Konjugation Verdünnung Hersteller 
Anti-Maus IgG (H+L) Ziege HRP 1:10000 Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, Inc., USA 
Anti-Kaninchen IgG (H+L) Ziege HRP 1:10000 Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, Inc., USA 
Anti-Maus IgG (H+L) Ziege Alexa Fluor® 488 1:400 LifeTechnologies GmbH, 
Deutschland 
Anti-Kaninchen IgG (H+L) Ziege Alexa Fluor® 488 1:400 LifeTechnologies GmbH, 
Deutschland 
Anti-Maus IgG (H+L) Ziege Alexa Fluor® 594 1:400 LifeTechnologies GmbH, 
Deutschland 







Elektroporator: Gene Pulser und Pulse Controller (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) 
Geldokumentationsanlage und Software: GeneGenius (Syngene Ltd., USA), 
Gelelektrophoreseapparatur horizontal (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) 
Gelelektrophoreseapparatur vertikal Minigel-Twin (Biometra GmbH, Deutschland) 
Geltrockner: MGD-4534 (VWR International, LLC, USA) 
Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop: Observer.Z1 LSM710, ZEN software (Carl Zeiss 
Jena GmbH, Deutschland). 
PCR-Gerät: Mastercycler gradient (Eppendorf AG, Deutschland) 
Sonifikator: Labsonic M (Sartorius AG, Deutschland) 
Blotting-Apparatur: Semi-Dry Transfer Cell Trans-Blot SD (Bio-Rad Laboratories, Inc., 
USA) 
Zentrifugen: Biofuge fresco (Heraeus Holding GmbH, Deutschland), Centrifuge 5702R 
und 5415R (Eppendorf AG, Deutschland), Sigma 4K15C (Sigma-Aldrich Co. LLC., USA), 
Rotanta 460 RS (Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Deutschland  
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3. Methoden 
3.1 Präparation und Transformation chemisch kompetenter E.-coli-Zellen 
Zur Herstellung chemisch kompetenter E.-coli-Zellen wurde der Stamm DH5α in 10 ml 
LB-Medium über Nacht bei 37 °C schüttelnd kultiviert. Daraus wurde 1 ml in 100 ml vor-
gewärmtes LB-Medium mit 10 mM KCl und 20 mM MgSO4 überführt und für 1,5-2 h im 
Rotationsschüttler bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation für 10 min bei 3.000 min
-1
 und 
4 °C wurde das Zellpellet in 15 ml TFB I gelöst und 10 min auf Eis inkubiert. Nach einer 
weiteren Zentrifugation unter oben genannten Bedigungen wurde das Pellet in 2 ml TFB II 
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zu je 200 µl in gekühlte Reaktionsgefäße aliquo-
tiert und bei -80 °C für mindestens einen Tag gelagert.  
Zur Transformation der chemisch kompetenten Zellen wurden diese auf Eis aufgetaut. 
Anschließend wurden 1-5 µg Plasmid-DNA bzw. 20 µl Ligationsansatz zugegeben und 
30 min auf Eis inkubiert. Im folgenden Schritt wurde die Zellsuspension für 2 min bei 
42 °C und 2 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 800 µl LB-Medium erfolgte eine In-
kubation für 60 min schüttelnd bei 37 °C. Von der Zellsuspension wurden 100 µl direkt auf 
LB-Selektionsagar ausplattiert und der restliche Teil für 5 min bei 3000 min
-1
 abzentrifu-
giert und ebenfalls ausplattiert. Die Platten wurden über Nacht bei 37 °C kultiviert. 
3.2 Präparation und Transformation elektrokompetenter E.-coli-Zellen 
Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde der E. coli Stamm HB101 in 10 ml LB-
Medium über Nacht bei 37 °C schüttelnd kultiviert. Daraus wurden 2 ml in 200 ml LB-
Medium überführt und für 2 h bis zu einer OD600 von 0,5 bis 1 weiter kultiviert. Anschlie-
ßend wurden die Zellen für 30 min auf Eis gekühlt, in 50 ml Aliquote geteilt und für 
15 min bei 3000 min
-1
 bei 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde zweimal mit gekühltem 
A. bidest. gewaschen. Anschließend erfolgte die Zugabe von 1,25 ml 10%igem Glycerin. 
Nach erneutem Zentrifugieren wurden die Zellen in 250 µl 10%igem Glycerin resuspen-
diert, zu 40 µl in gekühlte Reaktionsgefäße aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 
Zur Transformation von elektrokompetenten Zellen (Elektroporation) wurden diese zu-
nächst auf Eis aufgetaut. Anschließend wurde 1-5 µg Plasmid-DNA zugegeben und der 





Die Elektroporation erfolgte bei 25 µFD, 200  und 2,5 V. Der Ansatz wurde mit 1 ml 
SOC-Medium gemischt und für 1 h bei 37 °C langsam geschüttelt. Die Zellen wurden auf 
LB-Selektionsagar ausplattiert und über Nacht bei 37 °C kultiviert. 
3.3 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli 
Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus E. coli im analytischen Maßstab wurden die Bakte-
rienkolonien in 1,5 ml LB-Selektionsmedium über Nacht bei 37 °C schüttelnd kultiviert. 
Die Zellen wurden anschließend für 5 min bei 13.000 min
-1
 abzentrifugiert und in 100 µl 
Resuspensionspuffer S1 gelöst. Durch die Zugabe von 200 µl Lysepuffer S2 für 5 min 
wurden die Zellen aufgeschlossen. Anschließend wurden 150 µl Neutralisationspuffer S3 
zugegeben und für 3 min auf Eis inkubiert. Die folgende Zentrifugation bei 13.000 min
-1
 
sedimentierte Zellreste, Proteine, Lipide und chromosomale DNA. Die Plasmid-DNA im 
Überstand wurde mit 300 µl Isopropanol gefällt und erneut bei 13.000 min
-1
 zentrifugiert. 
Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und getrocknet. Die Plasmid-DNA konnte 
anschließend in Wasser gelöst werden und bei -20 °C gelagert werden.  
Für die Präparation von Plamid-DNA im größeren Maßstab wurden Kulturen in 25 ml bis 
200 ml LB-Selektionsmedium angeimpft. Die Isolierung erfolgte mit Hilfe des Nucleo-
Bond
®
 Plasmid Midi Kits AX500 (Macherey Nagel GmbH & Co. KG, Deutschland) ent-
sprechend der Angaben des Herstellers. Für Plasmid-DNA, die zur Transfektion von Zel-
len oder zur IVT engesetzt werden sollte, wurde nachfolgend eine Phe-
nol/Chloroformfällung durchgeführt. 
3.4 Phenol-Chloroform-Extraktion 
Zur Entferung von Proteinen wurde die isolierte Plasmid-DNA mit 200 µl Phe-
nol/Chloroformlösung versetzt und für 1 min bei 13.000 min
-1
 zentrifugiert. Die obere Pha-
se wurde mit 100 µl Chloroform/Isoamylalkohol vermischt und erneut für 1 min bei 
13.000 min
-1
 zentrifugiert. Zu der wässrigen Phase wurden 10 µl 5 M NaCl und 300 µl 
Isopropanol hinzugegeben. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation für 10 min bei 
13.000 min
-1
 und 4 °C. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet zur Entfernung von 





RNase-freiem Wasser gelöst. Alle beschriebenen Arbeiten erfolgten unter RNase-freien 
Bedingungen. 
3.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Amplifikation definierter DNA-Fragmente aus Plasmid- oder genomischer DNA er-
folgte mittels PCR nach dem folgendem Reaktionsansatz und Ablaufschema (Tabelle 16). 
Als Polymerase wurde die Pwo- oder Taq-Polymerase genutzt, welche erst am Ende des 
initialen Denaturierungsschrittes zugegeben wurde. 
Tabelle 16: PCR-Reaktionsansatz und Ablaufschema. 
Reaktionsansatz  Programm Dauer Temperatur  
DNA 1 µl  Initiale Denaturierung 10 min 96°C 1x 
DMSO 5 µl Denaturierung 1 min 96°C  
Primer forward 1 µl Oligo-Anlagerung 1 min 58-72°C 30x 
Primer reverse 1 µl Elongation 1-2 min 72°C  
dNTPs 10 µl Terminale Elongation 10 min 72°C 1x 
Puffer (10x) 10 µl     
A.bidest 71 µl     
Polymerase 1 U     
3.6 Gelelektrophorese, Restriktion, Ligation und Aufreinigung von Plas-
mid-DNA 
Zur elektrophoretischen Auftrennung wurde die DNA mit Gelladepuffer vermischt und 
zusammen mit einem DNA-Größenstandard auf ein 1%iges Agarosegel mit 0,001 % Ethi-
diumbromid in DEAB-Puffer aufgetragen. Die Elektrophorese lief bei einer Spannung von 
100 V. Die Geldokumentation erfolgte im UV-Licht. 
Für den Restriktionsverdau wurden DNA-Fragmente und Vektoren mit 10 U des ent-
sprechenden Restriktionsenzyms und Puffers versetzt und anschließend 1 h bei 37 °C in-
kubiert. Die Aufreinigung der Plasmid-DNA nach PCR und Restriktionsverdau erfolgte 
mittels NucleoSpin® Extraction Kit (Macherey Nagel GmbH & Co. KG, Deutschland) 





Zur Ligation wurde 1 U T4-DNA-Ligase zu 14 µl DNA-Fragment, 1 µl Vektor und 4 µl 
Ligationspuffer zugegeben und über Nacht bei 14 °C inkubiert. Der Ligationsansatz wurde 
anschließend in E. coli transformiert und nach Plasmidpräparation mit Restriktionsverdau 
auf Religation des Vektors überprüft. Die Sequenzierungen der Plasmid-DNA wurden von 
Eurofins MWG Operon (Eurofins MWG GmbH, Deutschland) durchgeführt. 
3.7 Präparation und Transformation kompetenter S.-cerevisiae-Zellen 
Für die Herstellung kompetenter S.-cerevisiae-Zellen wurde der Stamm KFY1 zur Vorkul-
tur in 10 ml YPD-Medium über Nacht bei 30 °C und 180 min
-1
 schüttelnd kultiviert. Für 
die Hauptkultur wurden 5 ml der Vorkultur in 100 ml YPD-Medium überführt und für 3-
4 h bei 30 °C schüttelnd bis zu einer OD600 von 0,5 inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen zu 50 ml aufgeteilt und für 5 min bei 3.000 min
-1 
und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet 
wurde in 10 ml Lösung A resuspendiert und erneut unter gleichen Bedingungen zentrifu-
giert. Darauffolgend wurde das Pellet in 1 ml Lösung A und 55 µl DMSO resuspendiert, zu 
200 µl aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 
Zur Transformation von S. cerevisiae wurden 1-5 µg DNA direkt auf die gefrorenen 
kompetenten Zellen gegeben und für 5 min bei 37 °C kräftig geschüttelt. Nach Zugabe von 
1 ml Lösung B erfolgte eine Inkubation für 60 min bei 30 °C. Die Zellen wurden anschlie-
ßend für 5 min bei 3.000 min
-1 
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml Lösung C resuspen-
diert und erneut unter den genannten Bedingungen zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und die Zellen für 3 Tage bei 30 °C auf entsprechendem Selektionsagar kulti-
viert. 
3.8 Hefe-Zweihybrid-System 
Zur Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen wurde das Hefe-Zweihybrid-System 
verwendet (Fields & Song 1989). Zur Expression des Köderproteins wurde der S.-
cerevisiae-Stamm Y190 mit dem jeweiligen pGBKT7-Plasmid transformiert. Als Beute-
proteine wurde in dem S.-cerevisiae-Stamm Y187 die cDNA MATCHMAKER 3 Bank in 
pGADT7 exprimiert. Beide S.-cerevisiae-Transformanten wurden mit YPD-Voll-medium 
abgeschwemmt, auf YPD-Agar vereinigt und für 6 h bei 30 °C kultiviert. Anschließend 





phan- und Leucin-Mangelmedium mit dem Zusatz von 5 mM 3-Amino-1,2,4-Triazol aus-
plattiert. Nach 5-10 d bei 30 °C wurden die Kolonien auf Agarplatten mit Histidin, aber 
ohne 3-Amino-1,2,4-Triazol überführt und weiter kultiviert. Die Kolonien wurden auf ß-
Galaktosidase-Akivität mittels Filter-Assay überprüft (siehe 3.10). Die Plasmide der 
Stämme mit ß-Galaktosidase-Akivität wurden isoliert (siehe 3.9), mittels Elektroporation 
in E. coli HB101 transformiert und vermehrt, um mit dem jeweiligen Köder in 
S. cerevisiae KFY1 retransformiert zu werden. Die Kolonien wurden ebenfalls auf ß-
Galaktosidase-Akivität getestet. Die HeLa-cDNA-Plasmide der erneut positiv gesteten 
Stämme wurden sequenziert. 
3.9 Präparation von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae 
Zur Gewinnung der Plasmid-DNA aus S. cerevisiae wurde die entsprechende Hefekolonie 
in 10 ml Minimalmedium bei 30 °C über Nacht kultiviert. Drei Aliquote von je 1,5 ml 
wurden für 1 min bei 13.000 min
-1 
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 200 µl Lysepuffer 
resuspendiert und drei Mal abwechselnd für je 1 min in flüssigem Stickstoff oder im Was-
serbad bei 37 °C inkubiert. Nach der Zugabe und Vermischung von 200 µl Phe-
nol/Chloroform wurden die Proben für 5 min bei 13.000 min
-1 
bei 4°C zentrifugiert. Die 
Überstände wurden vereint, mit 0,5 Volumeneinheiten (VE) Chloroform/Isoamylalkohol 
gemischt und erneut unter den genannten Bedingungen zentrifugiert. Die obere Phase wur-
de mit 0,1 VE 5 M NaCl und 0,7 VE Isopropanol vermischt und für 10 min bei 
13.000 min
-1 
zentrifugiert. Das Pellet wurde drei Mal mit 70%igem Ethanol gewaschen. 
Nach Trockung wurde das Pellet in 20 µl A. bidest. aufgenommen. 
3.10 Filter-Assay auf β-Galaktosidase-Aktivität 
Zur Überprüfung der ß-Galaktosidase-Aktivität mittels Filter-Assay wurden sterile Filter-
papiere in Petrischalen mit Z/X-Lösung angefeuchtet. Auf die gewachsenen S. cerevisiae-
Kulturen wurden ebenfalls sterile Filterpapiere gelegt und leicht angedrückt, wodurch die 
Zellen auf das Filterpapier übertragen wurden. Diese wurden dann in flüssigen Stickstoff 
getaucht und auf die in Z/X-Lösung-getränkten Filter gelegt. Die anschließende Inkubation 





3.11 Flüssigkultur-Assay auf β-Galaktosidase-Aktivität 
Zur Quantifizierung der ß-Galaktosidase-Aktivität wurde ein Flüssigkultur-Assay durchge-
führt. Einzelne S.-cerevisiae-Kolonien wurden in 10 ml Minimalmedium bei 30 °C und 
180 min
-1 
über Nacht schüttelnd kultiviert. Die OD600 wurde mittels Spektrophotometer 
gemessen. Von der S.-cerevisiae -Kultur wurden 1,5 ml in Reaktionsgefäße überführt und 
für 30 s bei 13.000 min
-1 
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1,5 ml Z-Puffer resuspen-
diert und erneut unter den genannten Bedingungen zentrifugiert. Die Zellen wurden nun in 
100 µl Z-Puffer resuspendiert und abwechselnd drei Mal für je 1 min in flüssigen Stick-
stoff oder im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 700 µl Z-Puffer/ME und 
160 µl Z-Puffer/ONPG wurden die Proben bei 30 °C für mindestens 60 min inkubiert, wo-
bei die genaue Zeit gemessen wurde. Anschließend wurden je 400 µl Na2CO3 zugegeben 
und die Ansätze für 10 min bei 13.000 min
-1 
zentrifugiert. Es folgte die Messung der OD420 
und über nachfolgende Formel konnte die ß-Galaktosidase-Aktivität berechnet werden, 
wobei die Messung in drei unabhängigen Versuchen wiederholt wurde (Formel 1). 
U =
1000 x OD420
t x V x OD600
EBE/ml = M x Flächenfaktor x Verdünnung x 5
 
Formel 1: Berechnung der ß-Galaktosidase-Aktivität mittels Flüssigkultur-Assay.  
OD420-Optische Dichte bei 420 nm, OD600-Optische Dichte bei 600 nm, t-Inkubationszeit in min, V-Volumen in ml 
3.12 Kultivierung humaner Zelllinien 
Die adhärenten humanen HEp-2-, HeLa- und HEK293T-Zellen wurden im angegebenen 
Zellkulturmedium in sterilen Plastikkulturgefäßen bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 
5 % CO2-Gehalt kultiviert. Sobald die Zellschicht eine Konfluenz von über 80 % aufwies 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit EDTA/Trypsin-Lösung abgelöst und im Ver-
hältnis von 1:5 bis 1:20 in neues Medium überführt. 
3.13 Transfektion von Zelllinien 
Die Transfektion der HEK293T-Zellen erfolgte mit dem FuGENE
®
 HD Transfektionsrea-
genz (Promega Corporation, USA) entsprechend der Herstellerangaben. Das Verhältnis 
von DNA zu Transfektionsreagenz wurde entsprechend der Zelllinie und des Plasmid va-





3.14 Infektion humaner Zellen mit Chlamydien 
Die Infektion humaner Zellen mit C. psittaci DC15 bzw. C. trachomatis DC10 erfolgte 
unter Beachtung der Vorgaben zum Arbeiten mit Infektionserregern der Schutzstufe L2. 
Dazu wurden subkonfluent bewachsenen HEp-2-Zellen verschiedene Konzentrationen 
chlamydienhaltiger Suspension zugesetzt. Der Ansatz wurde bei 37 °C und 2.000 min
-1 
für 
1 h zentrifugiert. Anschließend wurde das Medium abgesaugt und durch frisches Zellkul-
turmedium ersetzt. Die Kultivierung der infizierten Zellen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 und 
95 % Luftfeuchtigkeit. 
3.14.1 Chlamydienstammkonservierung 
Für die Langzeitkonservierung der Chlamydienstämme C. psittaci DC15 und 
C. trachomatis DC10 wurden HEp-2-Zellen in Zellkulturflaschen (25 cm
2
) mit mindestens 
1x10
7
 Einschlussbildender Einheiten (EBE) des entsprechenden Stammes infiziert und 
kultiviert. Nach 48 h wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und durch SPGA-
Stabilisator ersetzt. In diesem wurden die Zellen abgeschabt und resuspendiert. Die chla-
mydienhaltige Suspension wurde zu 500 µl aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Nach 6 
Wochen wurde der Titer infektiöser Chlamydien bestimmt. 
3.14.2 Titerbestimmung 
Zur Bestimmung des Gehalts an infektiösen Chlamydien wurden HEp-2-Zellen in Deck-
glasröhrchen ausgesät. Das Zellkulturmedium wurde abgenommen. Die Chlamydiensus-




 verdünnt und auf die Zel-
len gegeben. Die Röhrchen wurden 1 h bei 2.000 min
-1
, 37 °C zentrifugiert und der Über-
stand anschließend abgenommen. Entsprechendes Zellkulturmedium wurde hinzugefügt 
und die Zellen bei 37 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 inkubiert. Nach 24 h Inkuba-
tion wurden die Zellen mit Methanol fixiert. Zur Visualisierung wurden Zellen und Chla-
mydien mit dem IMAGEN
TM 
Chlamydia-Kit nach Angaben des Herstellers (Oxoid 
Deutschland GmbH) gefärbt. Am Fluoreszenzmikroskop wurden bei geeignter Vergröße-
rung und Verdünnungsstufe die Einschlüsse in 20 Gesichtsfeldern ausgezählt und der Titer 








t x V x OD600
EBE/ml = M x Flächenfaktor x Verdünnung x 5
 
Formel 2: Berechnung der Anzahl Einschlussbildender Einheiten (EBE) pro ml Chlamydiensuspension. 
M-Mittelwert der Anzahl an Einschlüssen in 20 Gesichtsfeldern, Flächenfaktor – beträgt bei 20-facher Vergößerung 
540, bei 40-facher Vergrößerung 2146. 
3.15 Indirekte Immunfluoreszenz 
Zur Visualisierung von Proteinen mittels indirekter Immunfluoreszenz wurden infizierte 
und nicht-infizierte Zellen auf Deckgläschen kultiviert und anschließend für 10 min mit 
Methanol fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit 0,1 M Glycin/PBS für jeweils 5 min 
wurden durch Zugabe von 0,5 % NP40 in PBS für 10 min die Zellen permeabilisiert. Zur 
Verminderung unspezifischer Bindungen wurden die Präparate über Nacht in Blocklösung 
bei 4°C aufbewahrt. Nach Zugabe des Primärantikörpers für 1,5 h bei Raumtemperatur 
wurden die Präparate viermalig mit 0,1 % NP40 in PBS gewaschen. Die Sekundärantikör-
per und 1 µg DAPI inkubierten für 1 h auf den Deckgläschen. Nach erneutem viermaligen 
Waschen mit 0,1 % NP40 in PBS und PBS wurden die Präparate mit Eindeckmedium auf 
einem Objektträger fixiert. Die Präparate wurden unter einem konfokalen Laser-Scanning 
Mikrokop ausgewertet. Anschließende Analysen der Bilder erfolgten mit Hilfe von Image 
J (National Institutes of Health, USA). 
3.16 Lyse infizierter und nicht-infizierter humaner Zellen 
Zur Ernte humaner Zellen wurden diese zunächst mit kaltem PBS gewaschen und an-
schließend für 30 min auf Eis mit Zelllysepuffer oder RIPA-Puffer und Proteaseinhibitoren 
lysiert. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation für 15 min bei 13.000 min
-1 
und 4 °C. 
Das Pellet wurde verworfen. 
3.17 Bestimmung des Proteingehalts 
Die quantitative Bestimmung der Proteine erfolgte nach Bradford (Bradford 1976). Als 
Standardreihe dienten 1 µg/µl bis 6 µg/µl BSA in 100 µl A. bidest. Von den zu bestim-
menden Proben wurde 1 µl in 100 µl A. bidest gelöst. Die Ansätze wurden mit 900 µl 
Bradford-Arbeitslösung versetzt und für 15 min bei RT inkubiert. Im Photometer wurde 
bei 595 nm die Absorption bestimmt. Aufgrund des Anstiegs der Standardreihe konnten 





3.18 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht erfolgte mittels SDS-PAGE. Zu 
definierten Proteinmengen wurde Gelladepuffer nach Laemmli (Laemmli 1970) gemischt 
und die Ansätze bei 95 °C für 5 min inkubiert. Gleiche Proteinmengen wurden auf 13%ige 
Polyacrylamid-Gele geladen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer Span-
nung von 100-150 V. Nachfolgend wurden die Proteine entweder mit Coomassie gefärbt 
oder mittels Western Blot auf eine Membran übertragen. 
3.19 Western Blot 
Die Proteine wurden vom Polyacrylamid-Gel auf eine Optitran Transfer Membran BA-S 
83 NC (GE Healthcare Europe GmbH, Deutschland) durch Elektroblotting (semi-dry-Blot-
Apparatur) transferiert. Das Polyacrylamid-Gel, die Nitrozellulosemembran und die Filter-
papiere wurden zuvor in Transferpuffer äquilibriert. Das Blocken der Membran nach dem 
Blotting erfolgte für eine Stunde in 5%iger Magermilchlösung in TBST. Anschließend 
wurde die Membran drei Mal für je 5 min mit TBST gewaschen. Der Primärantikörper 
wurde entsprechend in Milchblocklösung verdünnt und inkubierte bei 4 °C über Nacht auf 
der Membran. Der vorhergehende Waschschritt wurde wiederholt, bevor die Inkubation 
mit dem Sekundärantikörper in Blocklösung für 1 h bei Raumtemperatur erfolgte. Nach 
erneutem dreimaligen Waschen erfolgte die Detektion mit dem ECL Plus Western Blotting 
Detection Kit und Hyperfilm
TM 
(GE Healthcare Europe GmbH, Deutschland). 
Sollte die Membran anschließend weiteren Antikörperreaktionen unterzogen werden, 
wurden die gebunden Antikörper durch strippen dissoziiert. Dafür wurde die Strip-Lösung 
auf 60 °C erhitzt und für 15 min unter leichtem Schütteln auf die Membran gegeben. 
Nachdem Waschen der Membran mit TBST wurde sie wie zuvor beschrieben geblockt und 
mit weiteren Antikörpern beladen. 
3.20 Bakterielle Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen 
Die Aufreinigung nativer Glutathion-S-Transferase (GST)-gekoppelter Proteine aus bakte-
riellem Zellextrakt erfolgte über Glutathions-Sepharose 4B. Dafür wurden Expressions-





formiert. Transfomierte E.-coli-Klone wurden in 13 ml LBAmp-Medium über Nacht bei 
37 °C schüttelnd kultiviert. Die Übernachtkultur wurde mit LBAmp-Medium verdünnt. 
Durch Zugabe von 25 mM IPTG für 2 h wurde die Expression der Proteine mit N-terminal 
gekoppelter GST-Domäne induziert. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation der Kultur 
für 10 min bei 5.000 min
-1 
und 4 °C. Das Pellet wurde auf Eis in PBS mit Proteasinhibito-
ren sonifiziert (0,5 s Impuls, 50 % Amplitude, 6x 30 s sonifiziert, dazwischen 30s Pause). 
Dem Lysat wurde 1 % Triton-X zugesetzt und für 30 min bei 4 °C auf dem Überkopfrotie-
rer inkubiert. Nach 15 min zentrifugieren bei 13.000 min
-1 
wurde das Lysat zu 120 µl Glu-
tathions-Sepharose 4B gegeben, welche vorher mit Proteaseinhibitor-Lösung gewaschen 
wurde. Der Ansatz inkubierte für 1 h bei 4 °C auf dem Überkopfrotierer. Das Gemisch 
wurde drei Mal mit Proteaseinhibitor-Lösung gewaschen. 
Die Elution nativer GST-Fusionsproteine von der Glutathion-Sepharose erfolgte nach 
den Angaben des Herstellers durch 10 mM reduziertes Glutathion. 
3.21 In-vitro-Expression von Proteinen 
Die in-vitro-Expression von Proteinen erfolgte mit dem gekoppelten Transkripti-
on/Translation-System TNT
®
 T7 Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega Corpora-
tion, USA) nach Angaben des Herstellers. Es wurde jeweils 1 µg der Plasmid-DNA einge-
setzt. Die radioaktive Markierung der Proteine erfolgte mit L-[
35
S]-Methionin (spezifische 
Aktivität: 1175 Ci/mmol). Die Detektion erfolgte mittels Autoradiografie unter Verwen-
dung von X-OMAT
TM
 AR (Kodak GmbH, Deutschland). 
3.22 GST-Pulldown und In-vitro-Interaktionsexperimente 
Für Interaktionsanalysen mit in vitro translatierten und [
35
S]-markierten Proteinen wurden 
50 µg der an Glutathion-Sepharose immobilisierten GST-Fusionsproteine eingesetzt. Als 
Negativkontrolle diente aufgereinigtes GST an Glutathion-Sepharose. Abweichungen in 
den Volumina wurden mit Glutathion-Sepharose ausgeglichen, welche zuvor mit HBB-
Igepal-DTT gewaschen wurde. Die Bindungsreaktionen erfolgten in 50 µl HB-Igepal mit 
gleichen Mengen des [
35
S]-markierten Proteins für 2 h bei 4 °C auf dem Überkopfrotierer. 
Der Ansatz wurde bei 3.000 min
-1 
für 5 min zentrifugiert und fünf Mal mit HB-Igepal ge-





mid-Gel wurde auf einem Vakuumtrockner bei 70 °C getrocknet. Die Detektion des Inter-
aktionsassays erfolgte mittels Autoradiographie unter Verwendung von X-OMAT
TM
 AR 
(Kodak GmbH, Deutschland). 
Für Interaktionsanalysen mit Zelllysaten wurden 1000 µg Zelllysat anstelle des in vitro 
translatierten und [
35
S]-markierten Proteins eingesetzt. Die Detektion des Interaktionsas-
says erfolgte mittels Western Blot. 
3.23 Koimmunopräzipitation 
HEp-2-Zellen wurden, wie unter 3.14 beschrieben, mit Chlamydien (MOI, multiplicity of 
infection, 5) infiziert und für 24 h bei 37 °C kultiviert. Zelllysate wurden präpariert (siehe 
3.16) und quantitativ analysiert. Der IncB-Antikörper wurde über Nacht bei 4 °C mit 5 % 
BSA an eine Protein-G-Sepharose-Matrix gekoppelt. Von dem Zelllysat wurden 1500 µg 
zum Anti-IncB-Antikörper-Matrix-Gemisch gegeben und für 2 h bei 4 °C auf einem Über-
kopfrotierer inkubiert. Als Kontrollen wurde die Protein-G-Sepharose-Matrix unbehandelt 
und mit Prä-Immunserum verwendet. Die Sepharose mit den Proteinkomplexen wurde 
anschließend abzentrifugiert (5 min, 3.000 min
-1
) und fünf Mal mit Lysepuffer gewaschen. 
Die Auftrennung der Immunkomplexe erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot.  
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4. Ergebnisse 
Da Chlamydien eine obligat intrazelluläre Lebensweise besitzen, müssen sie eine Reihe 
von Funktionen in der Wirtszelle beeinflussen können. Mithilfe des Typ-III-
Sekretionssystems können Proteine in die Inklusionsmembran eingebaut oder direkt in die 
Wirtszelle sekretiert werden. Darüber können Chlamydien mit Proteinen der Wirtszelle 
interagieren und zelluläre Abläufe beeinflussen. Aus diesem Grund sind die Proteine in der 
Inklusionsmembran eine Gruppe bedeutender chlamydialer Effektorproteine (Rockey et al. 
2002). Die Aufdeckung bisher unbekannter Interaktionen und deren funktionelle Auswir-
kungen sind deshalb von besonderer Bedeutung.  
Von IncB aus C. psittaci wurde aufgrund von In-silico-Analysen angenommen, dass es 
in der Inklusionsmembran lokalisiert ist (Schöfl et al. 2011). Über die Interaktionspartner 
von IncB und den funktionellen Auswirkungen ist jedoch bisher nichts bekannt. Zur Unter-
suchung der Pathogenitätsmechanismen von C. psittaci wurde zunächst das Inklusions-
membranprotein IncB hinsichtlich Hydrophobizität, Expression und Lokalisierung charak-
terisiert. Zur Untersuchung der Expression und Lokalisierung in infizierten Zellen wurde 
ein Peptidantikörper gegen den N-terminalen Abschnitt von InB aus C. psittaci verwendet, 
dessen Spezifität ebenfalls untersucht wurde. 
4.1 IncB aus C. psittaci ist in der Inklusionsmembran lokalisiert 
IncB aus C. psittaci gehört DNA-Sequenz-basierter Strukturvorhersagen zufolge zur Pro-
teinfamilie der Inklusionsmembranproteine (Schöfl et al. 2011). Es hat eine Größe von 
23 kD. Zur Charakterisierung von IncB wurde ein Hydrophobizitätsprofil mit dem Algo-
rithmus nach Kyte und Doolittle (Kyte & Doolittle 1982) und einem 21 Aminosäuren gro-
ßem Fenster berechnet. Die Analyse erfolgte mittels ProtScale 
(http://web.expasy.org/protscale/). Entsprechend dieser Hydrophobizitätsanalyse besitzt 
IncB N-terminal eine zytoplasmatische Domäne (aa 1-118) und C-terminal eine hydropho-
be Domäne (aa 118-202) (Abbildung 4). Die zytoplasmatische Domäne von IncB umfasst 
118 Aminosäuren, während die hydrophobe Domäne eine Größe von 84 Aminosäuren 







Abbildung 4: Hydrophobizitätprofil von IncB aus C. psittaci. 
Hydrophobizitätsprofil von IncB aus C. psittaci nach Kyte und Doolittle (Kyte & Doolittle 1982). IncB besteht aus einer 
zytoplasmatischen Domäne (aa 1-118) und einer hydrophoben Domäne (aa 118-202). Die vertikale Achse gibt die rela-
tive Hydrophobizität an. Bereiche über 0 (Score) deuten auf hydrophobe Proteinabschnitte hin. Auf dem horizontalen 
Achsenabschnitt sind die Aminosäuren kontinuierlich nummeriert. Analysiert von ProtScale mit einem Aminosäure-
fenster von 21 (http://web.expasy.org/protscale/). 
Die Anwesenheit einer hydrophoben Domäne bedeutet nicht immer eine Lokalisierung 
des Proteins in der Inklusionsmembran (Li et al. 2008). Zur Untersuchung der Lokalisie-
rung von IncB in infizierten Zellen wurde ein polyklonaler Peptidantikörper verwendet. 
Dieser ist spezifisch gegen ein Peptid mit einer Länge von 14 Aminosäuren 
(TPSSSSDQVGDQEA) im äußeren N-Terminus gerichtet. Die Spezifität dieses Antikör-
pers wurde zunächst mittels Western Blot überprüft. Dazu wurden IncB aus C. psittaci in 
voller Länge sowie dessen zytoplasmatische Domäne in HEK293T-Zellen heterolog ex-
primiert. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit dem Expressionsvektor 
pcDNA3.1/myc-His A transfiziert. Es konnten immunreaktive Banden von IncB in voller 
Länge und von der zytoplasmatischen Domäne bei dem zu erwartenden Molekulargewicht 
von 25 kDa beziehungsweise 16 kDa detektiert werden, während in der Negativkontrolle 
kein Signal zu beobachten war (Abbildung 5A).  
Anschließend wurden HEp-2-Zellen mit C. psittaci und einer MOI von 3 infiziert. Nach 
24 h und 48 h wurden die Zellen geerntet und mittels Western Blot auf die Expression von 
IncB überprüft. Zu beiden Zeitpunkten war IncB deutlich exprimiert, während in uninfi-





Abbildung 5: Der polyklonale Peptidantikörper bindet spezifisch IncB aus C. psittaci in HEK293T- und HEp-2-
Zellen. 
(A) Western Blot zur heterologen Expression von IncB aus C. psittaci. HEK293T-Zellen wurden mit IncB (aa 1-202) und 
der zytoplasmatischen Domäne von IncB (aa 1-118) transfiziert. Als Kontrolle wurden die Zellen nur mit dem Expressi-
onsvektor pcDNA3.1/myc-His A transfiziert. (B) Western Blot zur Expression von IncB nach 24 h und 48 h in C. psittaci 
infizierten HEp-2-Zellen. Als Kontrolle wurden uninfizierte HEp-2-Zellen verwendet. Die Detektion erfolgte mit einem 
polyklonalen Peptidantikörper, welcher spezifisch gegen ein Peptid mit einer Länge von 14 Aminosäuren im äußeren 
N-Terminus gerichtet ist. Als Ladungskontrolle wurde β-Aktin detektiert. 
Zur Überprüfung möglicher Kreuzreaktionen des Antikörpers mit IncB aus 
C. trachomatis und C. pneumoniae wurden die entsprechenden IncB-Proteine als GST-
Fusionsproteine aufgereinigt (Abbildung 6A) und mittels Western Blot und anti-IncB-
Antikörper getestet (Abbildung 6B). In Abbildung 6B ist deutlich zu erkennen, dass der 
anti-IncB-Antikörper spezifisch gegen IncB aus C. psittaci gerichtet ist, da bei IncB aus 
C. trachomatis und C. pneumoniae kein Signal detektiert werden konnte.  
 
Abbildung 6: Der polyklonale Peptidantikörper bindet an IncB aus C. psittaci, aber nicht an IncB aus 
C. trachomatis und C. pneumoniae. 
(A) Coomassie-Brilliant-Blue-R250-Färbung der aufgereinigten GST-Fusionsproteine von IncB aus C. trachomatis, 
C. pneumoniae und C. psittaci. (B) Western Blot der aufgereinigten GST-Fusionsproteine von IncB aus C. trachomatis, 
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Anschließend sollte die Expression und Lokalisierung von IncB in C. psittaci-infizierten 
Zellen mittels Immunfluoreszenz untersucht werden. Hierfür wurden HEp-2-Zellen mit 
C. psittaci infiziert und nach 6 h, 12 h, 24 h und 48 h fixiert. Als Kontrollen wurden unin-
fizierte HEp-2-Zellen und für 12 h mit C. trachomatis infizierte HEp-2-Zellen verwendet. 
Für die Fluoreszenzmarkierung von IncB wurde der primäre Antikörper gegen IncB aus 
C. psittaci und der sekundäre Anti-Kaninchen IgG, gekoppelt an Alexa Fluor
®
 488, ver-
wendet. Die Anfärbung der DNA erfolgte mittels DAPI. Das Zytoplasma der Zellen wurde 
mit Evans blue gegengefärbt. 
Während in uninfizierten und in C. trachomatis-infizierten HEp-2-Zellen kein Signal 
von IncB detektiert werden konnte (Abbildung 7A), war IncB in C. psittaci-infizierten 
HEp-2-Zellen deutlich als Inklusionsmembranprotein erkennbar (Abbildung 7B). Bereits 
6 h nach Infektion mit C. psittaci zeigten sich erkennbare kleine Inklusionen in unmittelba-
rer Nähe zum Zellkern und IncB konnte in der frühen Inklusionsmembran detektiert wer-
den. Zwölf und 24 h p.i. waren größere Inklusionen am Zellkern erkennbar und IncB am 
Rand der Inklusionen lokalisiert. Weitere 24 h später (48 h p.i.) nahm die reife Inklusion 
einen Großteil des Zytoplasmas ein und IncB zeigte eine Lokalisierung an der Inklusions-
membran, teilweise in unterschiedlicher Konzentrierung. Zusammenfassend war feststell-
bar, dass der IncB-Peptidantikörper spezifisch für IncB aus C. psittaci ist und das IncB in 

















Abbildung 7: IncB ist in C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen am Rand der Inklusion lokalisiert. 
HEp-2-Zellen wurden uninfiziert oder für 12 h mit C. trachomatis infiziert (A) bzw. mit C. psittaci für 6 h, 12 h, 24 h und 
48 h mit einer MOI von 3 infiziert (B) und fixiert. Für die Fluoreszenzmarkierung von IncB wurde ein primärer Peptidan-
tikörper gegen IncB aus C. psittaci und der sekundäre Anti-Kaninchen IgG, gekoppelt an Alexa Fluor® 488, verwendet 
(grün). Die Anfärbung der Zellkerne erfolgte mittels DAPI (blau). Das Zytoplasma der Zellen wurde mit Evans blue 
gegengefärbt (rot). Unter dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop zeigte der anti-IncB Antikörper in uninfizierten 
und in C. trachomatis-infizierten HEp-2-Zellen kein Signal. In C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen ist IncB deutlich am 





4.2 Das Protein IncB aus C. psittaci und das humane Protein Snapin intera-
gieren im Hefe-Zweihybrid-System 
Die chlamydiale Inklusionsmembran spielt als Berührungsfläche zwischen Wirt und Pa-
thogen eine wichtige Rolle in der Pathogenität von Chlamydien. Daher haben die Proteine 
in der Inklusionsmembran eine besondere Bedeutung während der Infektion (Rockey et al. 
2002). Sie können durch direkte Interaktionen mit Proteinen der Wirtszelle zelluläre Ab-
läufe beeinflussen (Fields et al. 2003). Das chlamydiale Protein IncB aus C. psittaci konnte 
als Inklusionsmembranprotein identifiziert werden. Um weitere Einblicke in die Pathogeni-
tätsmechanismen zoonotischer Chlamydien zu erhalten, wurde mittels des Hefe-
Zweihybrid-Systems nach spezifischen humanen Interaktionspartnern von IncB aus 
C. psittaci gesucht.  
Die Expression von IncB (aa 1-202) aus C. psittaci, fusioniert an die GAL4-DNA-
Bindedomäne (BD), in pGBKT7 in S. cerevisae führte zu keiner Aktivierung der Reporter-
gene (HIS3, lacZ) (Abbildung 8B). Aus diesem Grund wurde der Stamm in einem Hefe-
Zweihybrid-Mating mit der HeLa-S3-Matchmaker-cDNA-Bibliothek, fusioniert mit der 
GAL4-Aktivierungsdomäne (AD) im Vektor pGADT7-RecAB in S. cerevisiae Y187, ein-
gesetzt. Die Hefekolonien wurden auf Selektivmedium kultiviert und die interagierenden 
Klone im Filter-Assay auf die Aktivität des lacZ-Reportergens überprüft. Aus den positiv 
getesteten Klonen wurden die HeLa-cDNA-exprimierenden Plasmide isoliert und gemein-
sam mit GAL4-BD-IncB (aa 1-202) in kompetente Hefezellen transformiert. Die HeLa-
cDNA-exprimierenden Plasmide der positiven Klone wurden isoliert, in E. coli vermehrt 
und sequenziert. Einer der Klone enthielt eine der beiden helikalen Domänen (H2) im C-
terminalen Teil (aa 70-136) des humanen Snapin (Abbildung 8A). Zur Quantifizierung der 
Interaktion wurde S. cerevisiae Y190, welche GAL4-BD-IncB (aa 1-202) oder ein an 
GAL4-BD fusioniertes Kontrollprotein (c-Myc) exprimiert, mit dem Snapin-HeLa-cDNA-
Plasmid (H2) oder der GAL4-AD kotransfomiert und im Flüssig-Assay die entsprechende 
Aktivität der β-Galaktosidase gemessen (Abbildung 8B). Es zeigte sich eine eindeutige 
Erhöhung der β-Galaktosidase-Aktivität in S. cerevisae Y190, welche GAL4-BD-
IncB (aa 1-202) und GAL4-AD-Snapin (aa 70-136) exprimierte. Im Gegensatz dazu konn-
te in S. cerevisiae Y190, welche die Kontrollen GAL4-BD-c-Myc und GAL4-AD-
Snapin (aa 70-136) oder GAL4-BD-IncB (aa 1-202) und GAL4-AD exprimierte, keine 






Abbildung 8: IncB aus C. psittaci interagiert mit dem humanen Protein Snapin im Hefe-Zweihybrid-System. 
(A) Schematischer Aufbau von IncB aus C. psittaci und Snapin. Abkürzungen: CD, zytoplasmatische Domäne; HD, 
hydrophobe Domäne; H1, H2, helikale Abschnitte. (B) Spezifische Interaktion von IncB aus C psittaci, fusioniert an die 
GAL4-DNA-Bindedomäne (BD) in pGBKT7, mit dem C-terminalen Abschnitt (aa 70-136) von Snapin, fusioniert an die 
GAL4-Aktivierungsdomäne (AD) in pGADT7. Die Interaktion wurden quantitativ mittels β-Galaktosidase-Flüssig-Assay 
in S. cerevisiae bestimmt. Zur Kontrolle wurden die Interaktionen zwischen dem C-Terminus von c-Myc mit GAL4-AD-
Snapin, GAL4-BD-IncB (C. psittaci) mit GAL4-AD und IncB aus C. trachomatis und C. pneumoniae, fusioniert an die 
GAL4-BD, mit GAL4-AD-Snapin bestimmt. Abkürzungen: b, basische Region; HLH, Helix-Loop-Helix; LZ, Leucin-
Zipper. Die β-Galaktosidase-Units repräsentieren die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhängigen 
Experimenten.  
Es sollte nun überprüft werden, ob die Interaktion spezifisch für den zoonotischen Erre-
ger C. psittaci ist oder ebenfalls bei den ausschließlich humanpathogenen Arten 
C. trachomatis und C. pneumoniae eine Rolle spielt. Die Aminosäuresequenzen der hydro-
phoben Domänen von IncB aus C. psittaci und IncB aus C. trachomatis und 
C. pneumoniae zeigen eine Homologie von 39 % beziehungsweise 37 % der 89 und 161 C-
terminalen Aminosäuren. Die IncB-Proteine aus C. trachomatis und C. pneumoniae, fusio-
niert an GAL4-BD, wurden mit GAL4-AD-Snapin (aa 70-136) in S. cerevisiae Y190 ko-








Im unteren Teil der Abbildung 8B ist erkennbar, dass weder IncB aus C. trachomatis 
noch IncB aus C. pneumoniae mit humanem Snapin interagierten und dementsprechend 
keine β-Galaktosidase-Aktivität gemessen werden konnte. Daraus konnte geschlussfolgert 
werden, dass IncB aus C. psittaci im Hefe-Zweihybrid-System spezifisch mit dem C-
terminalen Teil von humanem Snapin interagiert. 
4.3 Die zytoplasmatische Domäne von IncB aus C. psittaci und das humane 
Protein Snapin interagieren direkt in vitro 
Nach Identifizierung von Snapin als Interaktionspartner von IncB aus C. psittaci im Hefe-
Zweihybrid-System sollte die Interaktion mittels GST-Pulldown-Experimenten validiert 
werden. Dazu wurden das komplette Snapin-Protein (aa 1-136), die zweite Helix von Sna-
pin (aa 70-136) und GST in den pGEX4T1-Vektor kloniert und in E.coli BL21-Rosetta 
heterolog exprimiert. Die GST-Fusionsproteine wurden mittels Glutathion-Sepharose auf-
gereinigt (Abbildung 9B) und mit der L-[
35
S]-Methionin-markierten in vitro translatierten 
zytoplasmatischen Domäne von IncB (aa 1-118) inkubiert. Die Bindung des radioaktiv 
markierten IncB (aa 1-118) konnte mittels Autoradiographie detektiert werden. 
 
Abbildung 9: Die zytoplasmatische Domäne von IncB aus C. psittaci und das humane Protein Snapin interagieren 
direkt in vitro. 
(A) GST-Pulldown mit L-[
35
S]-Methionin-markierter zytoplasmatischer Domäne von IncB (aa 1-118) und den GST-
Fusionsproteinen der 2. Helix von Snapin (aa 70-136) und des Gesamtproteins Snapin (aa 1-136). Als Input wurden 10 µl 
des in vitro translatierten [
35
S]-markierten IncB (aa 1-118) verwendet (B) Coomassie-Brilliant-Blue-R250-Färbung der 
aufgereinigten Proteine GST, GST-Snapin (aa 70-136) und GST-Snapin (aa 1-136). 
In Abbildung 9A ist deutlich erkennbar, dass IncB (aa 1-118) spezifisch sowohl an das 
GST-Snapin (aa 1-136) als auch an GST-Snapin (aa 70-136) gebunden hat. An der GST-
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Matrix als Kontrolle konnte keine Bindung von IncB detektiert werden. Folglich konnte in 
dem vorliegenden GST-Pulldown eine direkte Interaktion zwischen IncB aus C. psittaci 
und dem humanen Snapin in vitro nachgewiesen werden.  
4.4 Snapin akkumuliert in C. psittaci infizierten HEp-2-Zellen an der Inklu-
sion 
Da gezeigt werden konnte, dass IncB in C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen in der Inklusi-
onsmembran lokalisiert ist (Abbildung 7), sollte eine Interaktion zwischen IncB und Sna-
pin ebenfalls zu einer Anreicherung von Snapin an der Inklusion führen. Um diese An-
nahme zu bestätigen, wurden HEp-2-Zellen mit C. psittaci (MOI 3) infiziert und nach 6 h, 









Abbildung 10: In C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen akkumuliert Snapin an der Inklusion. 
(A) HEp-2-Zellen wurden mit C. psittaci (MOI 3) infiziert und nach 6 h, 12 h und 24 h fixiert. IncB wurde mit Anti-IncB-
AlexaFluor®488 (grün) fluoreszenzmarkiert. Snapin wurde mit Anti-Snapin-AlexaFluor®594 (rot) fluoreszenzmarkiert. 
Die Anfärbung der Zellkerne erfolgte mittels DAPI (blau). Unter dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop zeigte sich 
eine deutliche Anreicherung von Snapin an der chlamydialen Inklusion 6 h, 12 h und 24 h nach der Infektion. Balken = 
20 µm. (B) Quantifizierung der Kolokalisierung zwischen IncB aus C. psittaci und humanem Snapin. Die Prozentanga-
ben beziehen sich auf den Anteil der kolokalisierenden beziehungsweise nicht-kolokalisierenden Inklusionen pro 50 
HEp-2-Zellen. 
Als Kontrollen wurden uninfizierte und C. trachomatis-infizierte (6 h p.i.) HEp-2-Zellen 
verwendet (Abbildung 11). Es erfolgte eine Inkubation mit fluoreszenzmarkiertem Anti-
Snapin-Antikörper zur Markierung von endogenem Snapin. C. psittaci-infizierte HEp-2-
Zellen wurden zudem mit Anti-IncB-Antikörper inkubiert. Inklusionen in C. trachomatis-
infizierten Zellen wurden mit Anti-MOMP-Antikörper markiert. Zur Visualierung der 
Zellkerne wurde die DNA mittels DAPI angefärbt. Die Präparate wurden unter einem kon-
fokalen Laser-Scanning-Mikroskop ausgewertet. In uninfizierten und in C. trachomatis-
infizierten HEp-2-Zellen zeigte sich eine gleichmäßige Verteilung von Snapin im Zytop-
lasma (Abbildung 11).  
In C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen zeigte sich 6 h, 12 h und 24 h nach der Infektion 
eine deutliche Konzentrierung von Snapin an der Inklusion (Abbildung 10A). Zur Quanti-
fizierung wurden in 50 HEp-2-Zellen die Inklusionen gezählt, an denen IncB und Snapin 
kolokalisierten. Sechs und 12 h p.i. war an über 90 % der Inklusionen eine deutliche Kolo-
kalisierung von Snapin und IncB sichtbar. Zwölf Stunden später (24 h p.i.) konnte an etwa 








Abbildung 11: In uninfizierten und in C.trachomatis-infizierten HEp-2-Zellen ist Snapin gleichmäßig im Zytoplas-
ma verteilt. 
(A) HEp-2-Zellen wurden uninfiziert oder (B) mit C. trachomatis (MOI 3) infiziert und nach 6 h fixiert. Snapin wurde mit 
Anti-Snapin-AlexaFluor
®
594 (A, rot) beziehungsweise Anti-Snapin-AlexaFluor
®
488 (B, grün) fluoreszenzmarkiert. Die 
Inklusionen wurden mit Anti-MOMP-AlexaFluor
®
594 (B, rot) angefärbt. Die Anfärbung der Zellkerne erfolgte mittels 
DAPI (blau). Unter dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop zeigte sich eine gleichmäßige Verteilung von Snapin im 
Zytoplasma der Zellen. An der frühen Inklusion von C. trachomatis befand sich keine Anreicherung von Snapin. Balken 
= 20 µm 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass innerhalb der ersten 24 h nach der Infekti-
on mit C. psittaci eine deutliche Konzentrierung von Snapin und eine Kolokalisierung von 
IncB und Snapin an der Inklusion stattfand. Diese Konzentrierung und Kolokalisierung 
war spezifisch für C. psittaci, da Snapin nicht an frühen Inklusionen von C. trachomatis 
akkumulierte. 
4.5 Snapin interagiert in vitro und in vivo mit IncB von C. psittaci und zytop-
lasmatischem Dynein  
Nach der Identifizierung der Interaktion zwischen IncB aus C. psittaci und dem humanen 
Protein Snapin im Hefe-Zweihybrid-System sowie deren In-vitro- und In-vivo-Validierung 
stellte sich nun die Frage nach der physiologischen Bedeutung dieser Interaktion. Aus 
Neuronen war bekannt, dass Snapin den retrograden Transport später Endosomen und Ly-






torprotein, welches für den Transport entlang der Mikrotubuli in Richtung des MTOC ver-
antworlich ist (Kardon & Vale 2009; Schliwa & Woehlke 2003). Es war ebenfalls bekannt, 
dass frühe Inklusionen der Chlamydien mit Dynein assoziieren (Clausen et al. 1997; 
Grieshaber et al. 2003). Zudem konnte gezeigt werden, dass C. psittaci zytoplasmatisches 
Dynein der Wirtszelle für eine optimale Entwicklung in frühen Zeitpunkten nach der Infek-
tion benötigt (Escalante-Ochoa et al. 2000). Jedoch konnte bisher kein chlamydiales Effek-
torprotein identifiziert werden, welches diese Assoziation vermittelt. Aus diesem Grund 
sollte nun überprüft werden, ob möglicherweise IncB durch Interaktion mit Snapin diese 
Funktion übernimmt. 
Im Hefe-Zweihybrid-System konnte keine Interaktion zwischen IncB aus C. psittaci 
und Dynein gezeigt werden. Deshalb wurde zunächst die Interaktion zwischen Snapin und 
Dynein im Hefe-Zweihybrid-System reproduziert. Dazu wurde Dync1i1 (Dynein, cytop-
lasmic 1, intermediate chain 1), eine der drei Isoformen der mittelschweren Kette von Dy-
nein (DIC, dynein intermediate chain) an die GAL-4-BD in pGBKT7 fusioniert und mit 
GAL4-AD-Snapin (aa 70-136) in pGADT7 in S. cerevisiae Y190 kotransformiert. Im 
Flüssig-Assay wurde die entsprechende Aktivität der β-Galaktosidase gemessen 
(Abbildung 12). Als Kontrolle wurden GAL-4-BD-Dync1i1 und GAL4-AD in 
S. cerevisiae Y190 kotransformiert. Es zeigte sich eine deutliche Erhöhung der β-
Galaktosidase-Aktivität in S. cerevisae Y190 durch Kotransformation von GAL-4-BD-
Dync1i1 und GAL4-AD-Snapin (aa 70-136). Im Gegensatz dazu konnte in der Kontrolle 
keine Erhöhung der β-Galaktosidase-Aktivität gemessen werden. Daraus konnte geschluss-
folgert werden, dass Dync1i1 im Hefe-Zweihybrid-System spezifisch mit der C-terminalen 
Helix von Snapin interagiert. 
Um zu untersuchen, ob Snapin spezifisch mit der DIC-Isoform Dync1i1 interagiert, 
wurden die anderen beiden DIC-Isoformen ebenfalls im Hefe-Zweihybrid-System auf 
Interaktion mit Snapin untersucht. Diese Isoformen entstehen durch alternatives Spleißen 
an zwei Spleißstellen im DIC-Gen 1, welches jeweils eine Deletion im äußeren N-
Terminus des resultierenden DIC-Proteins zur Folge hat (Myers et al. 2007). Die längste 
DIC-Isoform Dync1i1 besitzt keine durch Spleißen deletierten Regionen. Die zweite DIC-
Isoform Dync1i2 ist 17 Aminosäuren kürzer als Dync1i1. Die dritte DIC-Isoform Dync1i3 
ist 21 Aminosäuren kürzer als Dync1i2. Von Dync1i1 wurden zwei Deletionskonstrukte 




säuren entfernt wurden. Beide DIC-Deletionskonstrukte wurden an GAL4-BD fusioniert 
und in S. cerevisae Y190 mit GAL4-AD-Snapin (aa 70-136) kotransformiert. Es zeigte 
sich keine Erhöhung der β-Galaktosidase-Aktivität (Abbildung 12). Demzufolge interagiert 
die C-terminale Helix von Snapin im Hefe-Zweihybrid-System spezifisch mit der DIC-
Isoform Dync1i1.  
 
 
Abbildung 12: Snapin interagiert mit einer Isoform von DIC (Dynein intermediate chain) im Hefe-Zweihybrid-
System. 
(A) Schematischer Aufbau von Snapin und einer der drei DIC-Isoformen Dync1i1 (Dynein cytoplasmic 1 intermediate 
chain 1). (B) Spezifische Interaktion von Dync1i1, fusioniert an die GAL4-DNA-Bindedomäne (BD) in pGBKT7, mit dem 
C-terminalen Abschnitt (aa 70-136) von Snapin, fusioniert an die GAL4-Aktivierungsdomäne (AD) in pGADT7. Die 
Interaktionen wurden quantitativ mittels β-Galaktosidase Flüssig-Assay in S. cerevisiae bestimmt. Zur Kontrolle wur-
den die Interaktionen zwischen GAL4-BD-Dync1i1 und GAL4-AD sowie zwischen zwei N-terminalen Deletionskons-
trukten von Dync1i1 (aa 73-628 und aa 126-628) in pGBKT7 mit dem C-terminalen Abschnitt (aa 70-136) von Snapin in 
pGADT7. Abkürzungen: CCD, Coiled-Coil-Domäne; SB, Snapin-bindende Region; WD, WD-reiche Domäne; HD, hydro-
phobe Domäne; H1, H2, helikale Abschnitte Die β-Galaktosidase Units repräsentieren die Mittelwerte mit Standard-






Nachdem die Interaktion zwischen Snapin und Dynein im Hefe-Zweihybrid-System be-
stätigt wurde, sollte nun untersucht werden ob Snapin, IncB und Dynein interagieren. Da-
für wurden HEK293T-Zellen mit Expressionskonstrukten von IncB (aa 1-202) und 
Dync1i1 (aa 1-628) transfiziert und anschließend lysiert. Das Gesamtprotein Snapin, die C-
terminale Helix von Snapin und GST allein wurden in den pGEX4T-1 Vektor kloniert und 
im E. coli Stamm BL21-Rosetta heterolog exprimiert. Die GST-Fusionsproteine wurden an 
einer GST-Sepharose-Matrix aufgereinigt und im GST-Pulldown mit dem HEK293T-
Zelllysat inkubiert (Abbildung 13). Im Western Blot zeigte sich eine Bindung von 
IncB (aa 1-202) und Dync1i1 (aa 1-628) an GST-Snapin. Es konnte keine Bindung mit 
GST als Kontrolle detektiert werden (Abbildung 13).  
 
 
Abbildung 13: Snapin interagiert mit IncB aus C. psittaci und Dync1i1 in vitro im GST-Pulldown. 
(A) Ergebnis des GST-Pulldown Experimentes. GST, GST-Snapin (aa 1-136) und GST-Snapin (aa 70-136) wurden an 
GST-Sepharose gebunden und aufgereinigt. HEK293T-Zellen wurden mit Expressionskonstrukten von IncB (aa 1-202) 
und Dync1i1 (aa 1-628) transfiziert. Die aufgereinigten GST-Proteine wurden mit dem HEK293T-Zelllysat inkubiert und 
mittels Western Blot auf die Bindung von IncB und Dync1i1 analysiert. Input: 10 % des in den GST-Pulldown-Ansätzen 
eingesetzen HEK293T-Zelllysat An beide GST-Snapin-Konstrukte konnte sowohl von IncB als auch von Dync1i1 eine 
Bindung detektiert werden. (B) Coomassie-Brilliant-Blue-R250-Färbung der aufgereinigten Proteine GST, GST-Snapin 
(aa 1-136) und GST-Snapin (aa 70-136). 
Um diese Ergebnisse zu bestätigen, wurde zusätzlich ein reverser GST-Pulldown 
durchgeführt. Dazu wurden die zytoplasmatische Domäne von IncB (aa 1-118), kloniert in 
den Vektor pGEX4T-1, bzw. der Vektor allein im E.-coli-Stamm BL21-Rosetta heterolog 
exprimiert. Nach der Aufreinigung an einer GST-Sepharose-Matrix erfolgte eine Inkubati-
on mit unbehandelten HEK293T-Zellen. Im Western Blot wurde der Ansatz auf eine Inter-
aktion mit endogenem Snapin und Dync1i1 untersucht (Abbildung 14).  
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Es zeigte sich sowohl eine Bindung von Snapin als auch von Dync1i1 an die zytoplas-
matische Domäne von IncB, während keine Bindung mit GST detektiert werden konnte 
(Abbildung 14). Es wurde somit gezeigt, dass IncB aus C. psittaci mit endogenem Snapin 
und Dynein in vitro interagiert. 
 
Abbildung 14: Die zytoplasmatische Domäne von IncB aus C. psittaci interagiert in vitro mit den humanen Protei-
nen Snapin und Dync1i1 im GST-Pulldown. 
(A) Ergebnis des GST-Pulldown-Experimentes. GST und GST-IncB (aa 1-118) wurden an GST-Sepharose gebunden, 
aufgereinigt und mit HEK293T-Zelllysat inkubiert. Mittels Western Blot wurde die Bindung von Snapin und Dync1i1 
analysiert. Input: 10 % des in den GST-Pulldown-Ansätzen eingesetzen HEK293T-Zelllysates. Sowohl für Snapin als 
auch für Dync1i1 konnte eine Bindung an der zytoplasmatischen Domäne von IncB aus C. psittaci detektiert werden. (B) 
Coomassie-Brilliant-Blue-R250-Färbung der aufgereinigten Proteine GST und GST-IncB (aa 1-118). 
Nun sollte mittels Koimmunopräzipitation nachgewiesen werden, ob IncB auch in 
C. psittaci-infizierten Zellen mit Snapin und Dynein assoziiert. Dafür wurden HEp-2-
Zellen mit C. psittaci (MOI 5) infiziert und nach 24 h lysiert. Eine Protein-G-Sepharose-
Matrix wurde mit Anti-IncB-Antikörper beladen und mit C. psittaci-infiziertem HEp-2-
Zelllysat inkubiert. Als Kontrollen wurde die Protein-G-Sepharose-Matrix mit Prä-
Immunserum behandelt oder unbehandelt verwendet.  
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Im Western Blot zeigte sich mit dem immunopräzipitierten IncB aus C. psittaci eine 
Bindung von endogenem Snapin und Dync1i1. Keine Koimmunopräzipitation konnte in 
den Kontrollen detektiert werden (Abbildung 15). Somit konnte gezeigt werden, dass IncB 
aus C. psittaci auch in vivo mit endogenem Snapin und Dynein interagiert. 
 
Abbildung 15: IncB aus C. psittaci interagiert in vivo mit humanem Snapin und Dync1i1 in HEp-2-Zellen. 
Western Blot des Koimmunopräzipitations-Experiments. HEp-2 Zellen wurden mit C. psittaci (MOI 5) infiziert und nach 
24 h lysiert. IncB aus C. psittaci wurde über einen Anti-IncB-Antikörper (Kaninchen) an eine Protein-G-Sepharose (Be-
ads) gebunden (Oben). Im Western Blot wurde koimmunopräzipitiertes Snapin mittels Anti-Snapin-Antikörper (Kanin-
chen) und Dync1i1 mittels Anti-Dync1i1-Antikörper (Maus) detektiert (Mitte und Unten). Als Kontrollen wurde Protein-
G-Sepharose allein (Beads) und mit Prä-Immunserum (IgG) verwendet. Input: 10 % des eingesetzen HEp-2-Zelllysats. 
Als Nächstes sollte mittels GST-Pulldown die Frage geklärt werden, ob die Interaktion 
von IncB mit Snapin und Dynein spezifisch für den zoonotischen Erreger C. psittaci ist 
oder auch bei den humanpathogenen Spezies C. trachomatis und C. pneumoniae eine Rolle 
spielt. Dazu wurden IncB aus C. pneumoniae und C. trachomatis in den Vektor pGEX4T-1 
kloniert, im E.-coli-Stamm BL21-Rosetta heterolog exprimiert und an einer GST-
Sepharose-Matrix aufgereinigt (Abbildung 16B). Anschließend wurden GST-IncB aus 
C. pneumoniae (1-176) und C. trachomatis (1-115) mit HEK293T-Zelllysat inkubiert. Im 
Western Blot konnte keine Interaktion zwischen IncB aus C. pneumoniae und 
C. trachomatis mit endogenem Snapin und Dync1i1 detekiert werden (Abbildung 16A).  
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Abbildung 16: IncB aus C. trachomatis und C. pneumoniae interagieren in vitro nicht mit humanem Snapin und 
Dync1i1.  
(A) Ergebnis des GST-Pulldown Experimentes. GST, GST-IncB (aa 1-176) aus C. pneumoniae und GST-IncB (aa 1-115) 
aus C. trachomatis wurden an GST-Sepharose gebunden, aufgereinigt und mit HEK293T-Zelllysat inkubiert. Mittels 
Western Blot wurde die Bindung von Snapin und Dync1i1 analysiert. Input: 10 % des in den GST-Pulldown-Ansätzen 
eingesetzen HEK293T-Zelllysates. Es konnte keine Bindung vonn IncB aus C. pneumoniae und C. trachomatis an Snapin 
und Dync1i1 detektiert werden. (B) Coomassie-Brilliant-Blue-R250-Färbung der aufgereinigten Proteine GST, GST-
IncB (aa 1-176) aus C. pneumoniae und GST-IncB (aa 1-115) aus C. trachomatis. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass IncB aus C. psittaci sowohl in vitro als 
auch in vivo spezifisch mit Snapin und Dynein interagiert. Es konnte keine Interaktion zwi-
schen IncB aus C. trachomatis und C. pneumoniae mit Snapin und Dynein nachgewiesen 
werden. 
4.6 Dynein akkumuliert mit Snapin an der Inklusion in C. psittaci-infizierten 
HEp-2-Zellen 
Die bisher durchgeführten Experimente zeigten, dass IncB aus C. psittaci mit Snapin und 
Dynein in vitro und in vivo interagiert. Eine direkte Interaktion zwischen IncB und Dynein 
wurde nicht gefunden. Nachdem gezeigt wurde, dass IncB und Snapin an der Inklusion in 
C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen kolokalisieren, sollte nun untersucht werden, ob auch 
Dynein an der Inklusion konzentriert ist und möglicherweise mit Snapin kolokalisiert.  
Die Verteilung von Dynein sollte in uninfizierten und in C. psittaci-infizierten Zellen 
geprüft werden. Dafür wurden HEp-2-Zellen uninfiziert sowie mit C. psittaci infiziert und 
12 h und 24 h p.i. fixiert und permeabilisiert. Zur Visualisierung von DIC wurde ein  





Anti-DIC-Antikörper aus der Maus verwendet, welcher spezifisch für alle drei DIC-
Isoformen ist. Anschließend wurden die Präparate mit dem sekundären Antikörper Anti-
Maus-AlexaFluor
®
594 inkubiert. Die DNA wurde mittels DAPI gegengefärbt. Mithilfe 
eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops wurden die Präparate ausgewertet. DIC 
zeigte, ebenso wie Snapin, eine gleichmäßige Verteilung im Zytoplasma der HEp-2-Zellen 
(Abbildung 17). 
 
Abbildung 17: In uninfizierten Zellen ist Dynein gleichmäßig im Zytoplasma verteilt. 
Uninfizierte HEp-2-Zellen wurden fixiert. Dynein wurde mit Anti-DIC-AlexaFluor
®
594 (rot) fluoreszenzmarkiert. Die 
Anfärbung der Zellkerne erfolgte mittels DAPI (blau). Unter dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop zeigte sich 
eine gleichmäßige Verteilung von DIC im Zytoplasma der Zellen. Balken = 20 µm. 
Die C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen wurden zusätzlich mit Anti-Snapin-Antikörper 
aus Kaninchen, konjugiert an AlexaFluor
®
488, inkubiert. Nach 12 h und 24 h waren die 
chlamydialen Inklusionen anhand der DAPI-Färbung deutlich unterscheidbar von den 
Zellkernen (Abbildung 18). In C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen zeigte sich 12 h p.i. und 
24 h p.i. eine deutliche Konzentrierung von DIC und Snapin an der Inklusion. Zudem war 
in über 90 % aller chlamydialen Inklusionen eine deutliche Kolokalisierung von DIC und 








Abbildung 18: In C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen akkumulieren DIC und Snapin an der Inklusion. 
(A) HEp-2-Zellen wurden mit C. psittaci (MOI 3) infiziert und nach 12 h und 24 h fixiert. Snapin wurde mit Anti-Snapin-
AlexaFluor
®
488 (grün) fluoreszenzmarkiert. DIC wurde mit Anti-DIC-AlexaFluor
®
594 (rot) fluoreszenzmarkiert. Die 
Anfärbung der Zellkerne erfolgte mittels DAPI (blau). Unter dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop zeigte sich 
eine deutliche Anreicherung von DIC und Snapin an der chlamydialen Inklusion 12 h und 24 h nach der Infektion. Bal-
ken = 20 µm. (B) Quantifizierung der Kolokalisierung von DIC und Snapin. Die Prozentangaben beziehen sich auf den 
Anteil der kolokalisierenden beziehungsweise nicht-kolokalisierenden Inklusionen pro 50 HEp-2-Zellen. 
4.7 IncB kolokalisiert mit DIC in C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen 
Bisher wurde gezeigt, dass IncB mit Snapin und DIC in vitro und in vivo interagiert. Zu-
dem konnte mittels Immunfluoreszenz gezeigt werden, dass IncB und Snapin sowie Snapin 
und DIC in den ersten 24 h nach der Infektion mit C. psittaci an der Inklusion kolokalisie-
ren. Nun sollte überprüft werden, ob auch IncB und DIC in den frühen Zeitpunkten nach 
einer C. psittaci–Infektion kolokalisieren. HEp-2-Zellen wurden nach 6 h, 12 h und 24 h 





594 und DAPI angefärbt und mittels konfokalem Laser-Scanning-Mikroskop 
ausgewertet.  
In HEp-2-Zellen war bereits 6 h nach Infektion mit C. psittaci erkennbar, dass IncB und 
DIC an über 90 % der frühen Inklusionen kolokalisierten. Zwölf Stunden nach der Infekti-
on zeigte sich eine Kolokalisierung zwischen IncB und DIC am Rand der Inklusion. Nach 










Abbildung 19: In C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen kolokalisieren IncB und DIC an der Inklusion. 
(A) HEp-2-Zellen wurden mit C. psittaci (MOI 3) infiziert und nach 6 h12 h und 24 h fixiert. IncB wurde mit Anti-IncB-
AlexaFluor
®
488 (grün) fluoreszenzmarkiert. DIC wurde mit Anti-DIC-AlexaFluor
®
594 (rot) fluoreszenzmarkiert. Die 
Anfärbung der Zellkerne erfolgte mittels DAPI (blau). Unter dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop zeigte sich 6 h, 
12 h und 24 h nach der Infektion eine deutliche Anreicherung von IncB und DIC an der chlamydialen Inklusion Balken = 
20 µm. (B) Quantifizierung der Kolokalisierung zwischen IncB und DIC. Die Prozentangaben beziehen sich auf den 
Anteil der kolokalisierenden beziehungsweise nicht-kolokalisierenden Inklusionen pro 50 HEp-2-Zellen. 
Schlussfolgernd lässt sich feststellen, dass die Interaktions- und Immunfluoreszenz-
Experimente darauf hinweisen, dass Snapin die chlamydiale Inklusion in C. psittaci-
infizierten Zellen mit dem Mikrotubuli-Netzwerk verknüpft, indem es sowohl mit IncB als 






4.8 Der siRNA-Knockdown von Snapin führt zum Verlust der Kolokalisie-
rung zwischen IncB und Dynein 
Wenn die Annahme stimmt, dass Snapin durch Interaktion mit IncB und Dynein die chla-
mydiale Inklusion mit dem Mikrotubuli-Netzwerk verknüpft, dann sollte die frühe Ent-
wicklung der Chlamydien durch einen siRNA-vermittelten Knockdown von Snapin in der 
Wirtszelle beeinträchtigt werden. Zudem sollte die Interaktion zwischen IncB und Dynein 
eingeschänkt sein. Um diese Annahme zu überprüfen, wurden HeLa-Zellen verwendet, in 
denen eine stabil verminderte Expression von Snapin mittels eines siRNA-basierten Vek-
torsystems etabliert war (HeLa SilenciX, tebu-bio SAS, Frankreich). Als Kontrollzellen 
dienten HeLa-Zellen, welche mit pBD650 als Kontrollvektor transfiziert wurden (Biard et 
al. 2005). Durch die Zugabe des Antibiotikums Hygromycin B (125 µg/ml) zum Zellkul-
turmedium wurde die verminderte Expression von Snapin gewährleistet. Unmittelbar vor 
der Inokulation der HeLa-Zellen mit C. psittaci wurde das Medium abgenommen und 
durch Zellkulturmedium ohne Antibiotikum ersetzt. 
In beiden HeLa-Zelllinien wurde zunächst die Proteinkonzentration von Snapin nach 
6 h Infektion mit C. psittaci mittels Western Blot überprüft. Die HeLa-Zellen mit Snapin-
Knockdown zeigten eine um etwa 60 % reduzierte Konzentration von Snapin im Vergleich 
zu den HeLa-Kontrollzellen (Abbildung 20).  
 
 
Abbildung 20: Einfluss des siRNA-Knockdowns von Snapin auf die Snapin-Proteinkonzentration. 
Western Blot von HeLa-Zelllysaten mit siRNA-vermitteltem Snapin-Knockdown (S) und transfiziertem Kontrollvektor 
(K). Die Expression von Snapin wurde 6 h nach Infektion mit C. psittaci mittels Anti-Snapin Antikörper detektiert. Als 
Kontrolle wurde β-Aktin verwendet. Die Diagramme zeigen die Proteinkonzentration von Snapin standardisiert auf β–
Aktin. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus drei unabhängigen Experimenten.  




Anschließend wurden beide HeLa-Zelllinien mit C. psittaci (MOI 5) infiziert und nach 





594 und DAPI angefärbt und mittels konfokalem Laser-Scanning-Mikroskop 
ausgewertet (Abbildung 21).  
 
 
Abbildung 21: In C. psittaci-infizierten HeLa-Zellen mit Snapin-Knockdown kolokalisieren an weniger Inklusionen 
IncB und DIC. 
(A) HeLa-Zellen mit Snapin-Knockdown und HeLa-Kontrollzellen wurden mit C. psittaci (MOI 3) infiziert und nach 6 h 
fixiert. IncB wurde mit Anti-IncB-AlexaFluor
®
488 (grün) fluoreszenzmarkiert. DIC wurde mit Anti-DIC-AlexaFluor
®
594 
(rot) fluoreszenzmarkiert. Die Anfärbung der Zellkerne erfolgte mittels DAPI (blau). Unter dem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop zeigte sich 6 h p.i. eine deutliche Anreicherung von IncB und DIC an der chlamydialen Inklusion in 
HeLa-Kontollzellen. In HeLa-Zellen mit Snapin-Knockdown zeigten chlamydiale Inklusionen am Zellrand keine Koloka-
lisierung mit DIC (Pfeile). Balken = 20 µm. (B) Quantifizierung der Kolokalisierung zwischen IncB und DIC an den Inklu-
sionen in HeLa-Kontrollzellen und HeLa-Zellen mit Snapin-Knockdown. Die Prozentangaben beziehen sich auf den 












In den HeLa-Kontrollzellen war an etwa 90 % der frühen Inklusionen in infizierten Zellen 
eine Kolokalisierung zwischen IncB aus C. psittaci und DIC sichtbar (Abbildung 21). Die 
chlamydialen Inklusionen waren rund 2 µm vom Zellkern entfernt (Abbildung 22). Im Ge-
gensatz dazu zeigten in den HeLa-Zellen mit Snapin-Knockdown nur etwa 40 % der Inklu-
sionen eine Kolokalisierung mit zytoplasmatischem Dynein (Abbildung 21). Allerdings 
war erkennbar, dass die Inklusionen, die eine Kolokalisierung aufwiesen, ebenfalls rund 
2 µm vom Zellkern entfernt waren (Abbildung 22). Inklusionen an denen keine Kolokali-
sierung zwischen InB und DIC zu beobachten war, zeigten eine größere Entfernung zum 
Zellkern (~ 6 μm) (Abbildung 22). 
Die Ergebnisse in Snapin-Knockdown-Zellen bestätigen die Annahme, dass Snapin 
durch Interaktion mit IncB und Dynein die chlamydiale Inklusion in C. psittaci infizierten 
Zellen mit dem Mikrotubuli-Netzwerk verknüpft, wodurch die frühe Inklusion in die Nähe 
des Zellkerns wandert. 
 
Abbildung 22: Die Entfernung zum Zellkern ist größer bei Inklusionen ohne Kolokalisierung mit DIC. 
Entfernung der chlamydialen Inklusionen zum Zellkern. HeLa-Zellen mit Snapin-Knockdown und HeLa-Kontrollzellen 
wurden mit C. psittaci (MOI 3) infiziert und nach 6 h fixiert. IncB wurde mit Anti-IncB-AlexaFluor
®
488 fluoreszenzmar-
kiert. DIC wurde mit Anti-DIC-AlexaFluor
®
594 fluoreszenzmarkiert. Die Anfärbung der Zellkerne erfolgte mittels DAPI. 
Mit ImageJ wurden die Entfernungen der Inklusionen zum Zellkern gemessen. Die Werte repräsentieren die Mittelwer-
te und Standardabweichungen pro 30 HeLa-Zellen. 
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5. Diskussion 
Die gesamte intrazelluläre Entwicklung von Chlamydien findet innerhalb einer Inklusion 
statt. Nach Internalisierung des Elementarkörpers in die Wirtszelle besteht die frühe Inklu-
sionsmembran aus Bestandteilen der Zellmembran. Chlamydien exprimieren innerhalb 
weniger Stunden Proteine und bauen diese mittels Typ-III-Sekretionssystem in die Inklusi-
onsmembran ein (Fields et al. 2003; Shaw et al. 2000). Die Inklusionsmembran als Berüh-
rungsfläche zwischen Wirt und Pathogen spielt eine wichtige Rolle im Pathogenitätspro-
zess (Rockey et al. 2002). Obwohl das Genom von Chlamydien nur eine Größe von rund 
1 Mbp aufweist, verwenden sie etwa vier bis zehn Prozent der codierenden Gene für Pro-
teine, welche die Inklusionsmembran modifizieren (Schöfl et al. 2011; Mital et al. 2013; 
Dehoux et al. 2011). 
5.1 Charakterisierung von IncB aus C. psittaci 
Die Proteine in der Inklusionsmembran sind eine Gruppe bedeutender chlamydialer Effek-
torproteine (Rockey et al. 2002). Eine strukturelle Gemeinsamkeit aller Inc-Proteine ist die 
hydrophobe Domäne, durch welche sie in der Inklusionsmembran verankert sind 
(Bannantine et al. 2000). Die zytoplasmatische Domäne ragt in das Wirtszellzytoplasma 
und interagiert mit Wirtszellproteinen (Dehoux et al. 2011). Durch direkte Interaktionen 
mit Proteinen der Wirtszelle beeinflussen Inc-Proteine verschiedene zelluläre Abläufe. 
Das Inklusionsmembranprotein IncB wurde bisher nur sehr wenig untersucht. Von IncB 
aus C. psittaci wurde aufgrund DNA-Sequenz-basierter Strukturvorhersagen angenommen, 
dass es in der Inklusionsmembran lokalisiert (Schöfl et al. 2011). Allerdings war aus vor-
hergehenden Untersuchungen auch bekannt, dass in-silico-vorhergesagte Inc-Proteine nicht 
immer auch in vivo in der Inklusionsmembran lokalisieren (Bannantine et al. 2000; Toh et 
al. 2003; Dehoux et al. 2011). Teilweise konnten nur etwa 20 % der vorhergesagten Inklu-
sionsmembranproteine tatsächlich in der Inklusionsmembran nachgewiesen werden 
(Dehoux et al. 2011). Aus diesem Grund wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit IncB 
aus C. psittaci hinsichtlich Hydrophobizität, Expression und Lokalisierung charakterisiert. 
Entsprechend einer Hydrophobizitätsanalyse nach Kyte und Doolittle (Kyte & Doolittle 
1982) besitzt IncB N-terminal eine zytoplasmatische Domäne (aa 1-118) und C-terminal 




IncB umfasst 118 Aminosäuren, während die hydrophobe Domäne 84 Aminosäuren 
enthält. Zudem ist eine zweilappige Aufteilung der hydrophoben Domäne erkennbar. Da-
mit entspricht IncB aus C. psittaci dem typischen Profil der Inklusionsmembranproteine. 
Andere Untersuchungen zeigen, dass Inklusionsmembranproteine eine hydrophobe Domä-
ne mit einer Länge von 50-80 Aminosäuren sowie einen etwas weniger hydrophoben Be-
reich in der Mitte besitzen, woraus eine zweilappige Struktur entsteht (Rockey et al. 2002).  
Zur Untersuchung der Expression von IncB in infizierten Zellen wurde ein polyklonaler 
Peptidantikörper verwendet, welcher spezifisch gegen ein Peptid im äußeren N-Terminus 
gerichtet ist. Es konnte gezeigt werden, dass IncB nach 6 h, 12 h, 24 h und 48 h in 
C. psittaci infizierten Humanzellen exprimiert wird. Damit wiederum wurde gezeigt, dass 
IncB aus C. psittaci bereits in den frühen Stunden nach der Infektion exprimiert wird und 
bis zum Ende des Entwicklungszyklus in der Inklusionsmembran detektierbar ist. Untersu-
chungen von Lugert et al. zeigen für IncB aus C. pneumoniae ebenfalls eine frühe Expres-
sion im Infektionsverlauf (Lugert et al. 2004). Die Ergebnisse hinsichtlich der Expression 
sprechen dafür, dass IncB sowohl bereits zu Beginn als auch im Verlauf der intrazellulären 
Entwicklung eine Rolle spielt.  
Die Lokalisierung der meisten chlamydialen Effektorproteine wurde bisher durch DNA-
Sequenz-basierte Strukturvorhersagen angenommen. Nur wenige Proteine wurden mit Hil-
fe spezifischer Antikörper charakterisiert (Dehoux et al. 2011). Am besten untersucht sind 
bisher die Inklusionsmembranproteine von C. trachomatis. Davon konnten von 50 in-
silico-vorhergesagten Inc-Proteinen nur 22 tatsächlich in der Inklusionsmembran detektiert 
werden (Li et al. 2008). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mittels eines spezifi-
schen Antikörpers gezeigt werden, dass IncB aus C. psittaci 6 h, 12 h, 24 h und 48 h nach 
Infektion in der Inklusionsmembran lokalisiert. An einigen Stellen in der Inklusionsmemb-
ran war IncB stärker konzentriert. Auch für andere Inklusionsmembranproteine wurde eine 
inhomogene Verteilung innerhalb der Inklusionsmembran beschrieben. In C. trachomatis 
infizierten Zellen assoziieren Inc-Proteine teilweise in Mikrodomänen (Mital et al. 2010). 
Möglicherweise deuten die Stellen an denen IncB stärker konzentriert ist ebenfalls auf 
Mikrodomänen hin. 
Schlussfolgernd zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit hinsichtlich Hydropho-




torprotein ist, welches in der Inklusionsmembran lokalisiert ist. Zudem scheint IncB so-
wohl in den frühen als auch in den späten Phasen der Infektion von Bedeutung zu sein. 
Damit ist IncB aus C. psittaci ein interessantes Köderprotein in einem Hefe-Zweihybrid-
Screen zur Identifizierung von humanen Interaktionspartnern. 
5.2 Funktionelle Auswirkungen der Interaktion zwischen IncB aus 
C. psittaci und dem humanen Protein Snapin 
Um weitere Einblicke in den Prozess der Infektion mit C. psittaci zu bekommen, wurde in 
einem Hefe-Zweihybrid-Screen nach Interaktionspartnern von IncB gesucht. Das humane 
Protein Snapin (Buxton et al. 2003) wurde als Wirtszellinteraktionspartner gefunden. In 
GST-Pulldown-Experimenten konnte die direkte Interaktion in vitro zwischen IncB und 
Snapin bestätigt werden (Abbildung 9, Abbildung 13, Abbildung 14). Zudem konnte die 
Interaktion in vivo bestätigt werden. IncB aus C. psittaci-infizierten HEp-2-Zellen wurde 
mit endogenem Snapin in HEp-2-Zellen koimmunopräzipitiert (Abbildung 15). Mittels 
Immunfluoreszenz wurde gezeigt, dass beide Proteine an der Inklusion in C. psittaci-
infizierten HEp-2-Zellen kolokalisieren (Abbildung 10). Zwischen IncB aus 
C. pneumoniae sowie C. trachomatis und humanem Snapin konnte in vitro keine Interakti-
on detektiert werden (Abbildung 8, Abbildung 16). Ebenfalls konnte keine Akkumulation 
von Snapin an Inklusionen in C. trachomatis-infizierten Zellen nachgewiesen werden 
(Abbildung 11). 
Im Anschluss an die Validierung der Interaktion zwischen IncB und Snapin stellte sich 
die Frage nach deren funktioneller Auswirkung. Snapin ist ein ubiquitär verbreitetes Pro-
tein, welches sowohl zytoplasmatisch, als auch membrangebunden in der Zelle vorkommt 
(Buxton et al. 2003). N-terminal weist Snapin eine hydrophobe Domäne und C-terminal 
eine Coiled-Coil-Region auf (Abbildung 8). Aufgrund der bekannten Interaktionspartner 
besitzt Snapin eine generelle Funktion bei der Endo- und Exozytose, sowie beim Vesikelt-




5.2.1 Funktionelle Auswirkung der Interaktion von IncB aus C. psittaci und dem humanen 
Protein Snapin mit dem Motorprotein Dynein 
Es ist bekannt, dass der Transport später Endosomen in Neuronen durch direkte Interaktion 
von Snapin mit Dynein reguliert wird (Cai et al. 2010). Dynein ist ein Mikrotubuli-
assoziiertes Motorprotein, welches für den Transport in Richtung des MTOC verantwort-
lich ist. Interessanterweise ist die Wanderung der chlamydialen Inklusion in die Nähe des 
Zellkerns und der Verbleib am Zentrosom abhängig von Dynein (Clausen et al. 1997; 
Grieshaber et al. 2003). Hinsichtlich einer funktionellen Relevanz der Interaktion von IncB 
mit Snapin wurde deshalb eine Interaktion von Snapin und Dynein untersucht. Im Hefe-
Zweihybrid-System interagiert Snapin sowohl mit IncB, als auch mit Dynein (Abbildung 
8, Abbildung 12). Zudem konnte eine Interaktion zwischen IncB, Snapin und Dynein in 
vitro und in vivo mittels GST-Pulldown und Koimmunopräzipitation nachgewiesen werden 
(Abbildung 13, Abbildung 14, Abbildung 15). In humanen Zellen kolokalisieren IncB, 
Snapin und Dynein 6 h, 12 h und 24 h nach Infektion mit C. psittaci an der Inklusion 
(Abbildung 10, Abbildung 18, Abbildung 19). 
Es ist bekannt, dass intrazelluläre Bakterien und Viren zur gezielten Fortbewegung in-
nerhalb der Wirtszelle das Mikrotubuli-Netzwerk des Wirts nutzen (Merino-Gracia et al. 
2011). Für Chlamydien wurde gezeigt, dass die frühe Inklusion innerhalb weniger Stunden 
nach Endozytose in die Nähe des Zellkerns zum MTOC wandert. Während der intrazellu-
lären Entwicklung verbleibt die Inklusion am Zentrosom (Clausen et al. 1997; Campbell, 
Richmond & P. S. Yates 1989; Campbell, Richmond & P. Yates 1989; Hackstadt et al. 
1996; Grieshaber et al. 2006). Für eine optimale Entwicklung von C. psittaci wird Dynein 
benötigt (Escalante-Ochoa et al., 2000). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ein 
direkter Zusammenhang zwischen der Snapin-Expression, der Entfernung der frühen In-
klusionen zum Zellkern und der Kolokalisierung zwischen IncB und Dynein hergestellt 
werden. Nach siRNA-vermitteltem Knockdown von Snapin war die Kolokalisierung zwi-
schen IncB und Dynein in C. psittaci-infizierten HeLa-Zellen um etwa 40 % vermindert 
(Abbildung 21). Der Abstand zwischen diesen Inklusionen und dem Zellkern erhöhte sich 
von etwa 2 µm auf ewa 6 µm (Abbildung 22). Diese Ergebniss sprechen dafür, dass Snapin 
die chlamydiale Inklusion mit dem Mikrotubuli-Netzwerk verknüpft, indem es mit IncB 




den frühen Zeitpunkten nach Infektion als auch in der Mitte des Entwicklungszyklus ge-
zeigt wurde, könnten Chlamydien durch diese Interaktionen zum MTOC gelangen und dort 
verbleiben. Dafür spricht ebenfalls, dass die Wanderung der Inklusion in die Nähe des 
Zellkerns und der Verbleib am Zentrosom vom Motorprotein Dynein abhängig ist, aber 
interessanterweise nicht von der Dynamitin-Untereinheit des Dynaktins (Clausen et al. 
1997; Grieshaber et al. 2003). Zur Bindung des Transportguts an Dynein ist normalerweise 
eine Interaktion mit dem Proteinkomplex Dynaktin notwendig (Kardon & Vale 2009; 
Schliwa & Woehlke 2003). Die Dynamitin-Untereinheit ist ein essenzieller Bestandteil des 
Dynaktins und essenziell für die Aktivierung des Dyneins und Verknüpfung mit vesikulä-
rem Transportgut. Die Blockade des Dynaktinkomplexes durch Überexpression von Dy-
namitin führt in Zellen zum Rücktransport von Endosomen in die Zellperipherie 
(Burkhardt et al. 1997; Presley et al. 1997). Bei verschiedenen intrazellulären Bakterien 
und DNA-Viren wurden durch Überexpression von Dynamitin sämtliche Dynein-
Dynaktin-abhängigen Prozesse in der Wirtszelle inhibiert. Im Gegensatz dazu wurde der 
Transport von C. trachomatis zum MTOC durch Überexpression von Dynamitin nicht ge-
stört. Zudem wurde gezeigt, dass eine de novo Synthese chlamydialer Proteine eine Vor-
raussetzung für die Wanderung zum MTOC ist (Scidmore et al. 1996). Daraus wurde ge-
schlussfolgert, dass ein chlamydiales Protein in der Inklusionsmembran die Funktion von 
Dynamitin oder eines intakten Dynaktin-Komplexes ersetzt, um die chlamydiale Inklusion 
mit Dynein zu verknüpfen (Grieshaber et al. 2003). Allerdings waren bisher keine chlamy-
dialen Effektorproteine bekannt, welche eine Interaktion mit dem Mikrotubuli-Netzwerk 
vermitteln. In C. trachomatis-infizierten Zellen wurden spezielle Inc-Proteine beschrieben, 
welche in Mikrodomänen mit aktiven Src-Kinasen assoziieren und mit dem Zentrosom 
kolokalisieren (Mital et al. 2010). Jedoch fehlen Nachweise zu spezifischen Interaktionen 
zwischen den Incs in Mikrodomänen und Dynein- oder Dynaktin-Komponenten.  
Somit ist die Interaktion zwischen IncB, Snapin und Dynein der erste Nachweis einer 
Beteiligung chlamydialer Effektorproteine am intrazellulären Transport (Abbildung 23). 
Zudem ist IncB aus C. psittaci das erste Protein, welches direkt im Zusammenhang mit 
dem MTOC steht. Dies ist besonders interessant hinsichtlich der beobachteten Unregelmä-
ßigkeiten im Zellzyklus während einer Chlamydieninfektion und einer möglichen Beteili-
gung von Chlamydien an der Krebsentstehung (Grieshaber et al. 2006; Johnson et al. 2009; 

















Abbildung 23: Schematische Darstellung der funktionellen Auswirkung der Interaktion von IncB aus C. psittaci 
und dem humanen Protein Snapin. 
Durch Interaktion von Snapin mit dem chlamydialen Inklusionsmembranprotein IncB und dem humanen Motorprotein 
Dynein wird die Inklusion mit dem Mikrotubuli-Netzwerk verknüpft. Mithilfe von Dynein wandert die frühe Inklusion 
zum MTOC in die Nähe des Zellkerns, wo sie während der intrazellulären Entwicklung verbleibt.  
Für IncB aus C. trachomatis und C. pneumoniae konnte keine Interaktion mit Dynein 
und Snapin nachgewiesen werden (Abbildung 23). Dies bestätigt teilweise bisherige Ver-
suchsergebnisse. Die frühen Inklusionen von C. pneumoniae kolokalisieren ebenfalls nicht 
mit Dynein in Nähe des Zellkern (Clausen et al. 1997). Unerwartet ist es allerdings im Fall 
von C. trachomatis, da diese ebenfalls Dynein benötigen (Scidmore et al. 1996). Mögli-
cherweise verfügt C. trachomatis über alternative Mechanismen, um mit dem Mikrotubuli-
system der Wirtszelle zu interagieren (Scidmore et al. 1996). Vermutlich spielen weitere 
chlamydiale Effektorproteine eine Rolle, indem sie entweder direkt mit Komponenten des 




5.2.2 Möglicher Beitrag der Interaktion zwischen IncB aus C. psittaci und dem humanen 
Protein Snapin zur Regulation von Membranfusionen 
Die aus einer intrazellulären Lebensweise resultierenden Abläufe beinhalten während der 
chlamydialen Infektion neben der Wanderung zum MTOC (Clausen et al. 1997; 
Grieshaber et al. 2003) auch die Kontrolle von Membranfusionen. Chlamydien müssen die 
zellulären endosomalen Abläufe verhindern und damit die Fusion mit Lysosomen nach 
Endozytose inhibieren (Fields & Hackstadt 2002; Scidmore et al. 2003). Andererseits muss 
die wachsende Inklusion mit Nährstoffen versorgt werden und dazu mit Vesikeln des Gol-
gi-Apparates fusionieren (Hackstadt et al. 1995; Carabeo et al. 2003; Beatty 2006). Dem-
zufolge müssen Chlamydien die Interaktionen mit intrazellulären Vesikeln kontrollieren, 
indem sie die Fusionen bestimmter Membranen verhindern, während sie Fusionen mit an-
deren Membranen fördern (Abbildung 24). 
Prozesse zur Membranfusion werden in der Zelle unter anderem durch SNARE-
Proteine reguliert. Trotz großer Sequenzunterschiede zwischen den SNARE-Proteinen ist 
der Mechanismus SNARE-vermittelter Membranfusionen zwischen verschiedenen Spezies 
konserviert. SNARE-Proteine besitzen ein gemeinsames SNARE-Motiv und werden ent-
sprechend der hoch-konservierten Position bestimmter Aminosäuren in dessen Zentrum in 
Q-SNAREs (Glutamin-haltige SNAREs) und R-SNAREs (Arginin-haltige SNAREs) ein-
geteilt (Fasshauer et al. 1998). SNARE-Proteine bilden funktionelle, sehr stabile SNARE-
Komplexe bestehend aus vier hetero-oligomeren α-Helices, davon drei Q-SNAREs und ein 
R-SNARE (Fasshauer et al. 1998; Bock et al. 2001). Die genaue Zusammensetzung der 
SNARE-Komplexe unterscheidet sich entsprechend des Vesikeltransportwegs (Hong 
2005). SNARE-Proteine können auch SNARE-Komplexe bilden, welche eine Fusion inhi-
bieren (Varlamov et al. 2004). Hinsichtlich der Fusionprozesse für Zellwachstum, Memb-
ranreparatur oder synaptischer Transmission sind SNARE-Komplexe von enormer Bedeu-
tung (Jahn & Scheller 2006). Für die Kontrolle der Membranfusionsprozesse spielen eben-
falls Rab-Proteine eine Rolle (Zerial & McBride 2001). 
Snapin ist durch direkte Bindung an SNAP-25 ein Teil des SNARE-Komplexes und be-
einflusst maßgeblich die Calcium-abhängige Fusion synaptischer Vesikel sowie deren 
Synchronisierung (Pan et al. 2009; Ilardi et al. 1999). Die Calcium-abhängige Fusion ist 




2002). Snapin interagiert ebenfalls mit dem ubiquitär vorkommendem SNAP-23, dem 
nicht-neuronalen SNAP-25-Homolog. Zudem kommt es sowohl zytosolisch, als auch 
membrangebunden in der Zelle vor. Somit nimmt Snapin eine generelle Rolle in der 
SNARE-vermittelten Vesikelfusion und demzufolge im gesamten intrazellulären Vesikelt-
ransport ein (Buxton et al. 2003). Eine Interaktion von chlamydialen Effektorproteinen mit 
Snapin könnte weitreichende Konsequenzen für Chlamydien besitzen und sowohl zur För-



















Abbildung 24: Schematische Darstellung einer möglichen Beteiligung von IncB aus C. psittaci und dem humanen 
Protein Snapin an der intrazellulären Lebensweise von Chlamydien. 
Die chlamydiale Inklusion muss sowohl mit Membranen fusionieren, um Nährstoffe aufzunehmen und ebenso müssen 
Membranfusionen verhindert werden, um intrazellulären Abwehrmechanismen zu entgehen. Durch Fusion mit Vesi-
keln des Golgi-Apparats können Nährstoffe in die Inklusion aufgenommen werden (linker Teil). Eine Fusion mit Lyso-
somen und Endosomen hätte zur Folge, dass die Chlamydien im Phagolysosom abgebaut werden, weshalb diese ver-
hindert werden (rechter Teil).  
Um die Versorgung der chlamydialen Inklusion mit Nährstoffen zu gewährleisten, grei-
fen Chlamydien in intrazelluläre Vesikeltransport-Prozesse ein (Hackstadt et al. 1995; Ca-
rabeo et al. 2003; Beatty 2006). In dieses System können sie eingreifen, indem sie Inc-
Proteine exprimieren, die mit Proteinen im Vesikeltransport interagieren. Für 




werden (Rzomp et al. 2003; Cortes et al. 2007). In C. trachomatis wurden IncA, CT223 
und CT813 als Proteine identifiziert, die ein SNARE-ähnliches Motiv besitzen. Es konnte 
nachgewiesen werden, dass IncA direkt mit SNARE-Proteinen der Wirtszelle interagiert. 
In Folge dessen akkumulieren verschiedene SNARE-Proteine um die Inklusionsmembran 
(Delevoye et al. 2008; Delevoye et al. 2004). Einige IncA-interagierende SNAREs aus der 
Wirtszelle wurden in der Inklusionsmembran detektiert. Dies lässt darauf schließen, dass 
die Interaktion zwischen IncA und SNARE-Proteinen eine Fusion begünstigen könnte (De-
levoye et al. 2008). Die Nutzung SNARE-ähnlicher Motive zur Beeinflussung der Memb-
ranfusion in Wirtszellen ist zudem bereits von Viren bekannt (Söllner 2004). 
Wie bereits erwähnt, ist die Verhinderung der Fusion mit Lysosomen ebenfalls von 
enormer Bedeutung für das intrazelluläre Überleben von Chlamydien (Al-younes et al. 
1999; Fields & Hackstadt 2002; Taraska et al. 1996; van Ooij et al. 1997; Scidmore et al. 
2003). In weiterführenden Untersuchungen wurde in vitro gezeigt, dass das SNARE-
ähnliche Motiv von Inc-Proteinen ebenfalls zur Inhibierung der Fusion mit verschiedenen 
endozytotischen SNAREs führte (Paumet et al. 2009). Möglicherweise könnten SNARE-
ähnliche Motive in Inc-Proteinen dazu beitragen, dass fusionsinhibierende SNARE-
Komplexe gebildet werden (Varlamov et al. 2004). Denkbar wäre ebenfalls, dass durch 
direkte Bindung die Funktion einzelner SNAREs inhibiert wird. Da IncA erst 10 h nach 
Infektion exprimiert wird, werden zudem früher exprimierte Inc-Proteine benötigt, um eine 
Fusion der nativen Inklusion mit Lysosomen zu verhinden. IncB aus C. psittaci wird zu 
einem früheren Zeitpunkt exprimiert, mindestens 6 h p.i (Abbildung 7). Es besitzt aller-
dings kein SNARE-ähnliches Motiv. Durch Interaktion mit Snapin könnte IncB eine Inter-
aktion mit SNAREs begünstigen und somit eine Fusion mit zellulären Vesikeln ermögli-
chen. Allerdings spielen Snapin und SNAP-23 auch im Transport später Endosomen und 
Lysosomen eine entscheidende Rolle (Lu et al. 2009; Cai et al. 2010; Rao et al. 2004). 
Snapin besitzt C-terminal eine SNAP-23 Bindedomäne (Buxton et al. 2003). Im Hefe-
Zweihybrid-System wurde ebenfalls eine Interaktion von IncB mit dem C-Terminus von 
Snapin gefunden (Abbildung 9). Diese räumliche Nähe würde eine direkte Inhibierung der 
Interaktion von Snapin und SNAP-23 durch IncB-Bindung theoretisch möglich machen. 
Dadurch wäre es ebenfalls möglich, dass durch die Interaktion zwischen IncB und Snapin 
eine Fusion mit Lysosomen verhindert wird. 
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6. Schlussfolgerungen und Ausblick 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde sowohl das Inklusionsmembranprotein IncB 
aus C. psittaci als auch dessen Interaktion mit dem humanen Protein Snapin charakterisiert. 
Es konnte gezeigt werden, dass IncB aus C. psittaci als Inklusionsmembranprotein sowohl 
zu Beginn als auch im Verlauf der intrazellulären Entwicklung eine Rolle spielt. Durch 
Interaktion von IncB mit dem humanen Protein Snapin könnten Chlaymdien vielfältige 
zelluläre Transportprozesse beeinflussen. Die Interaktion zwischen IncB und Snapin wurde 
mittels GST-Pulldown-Experimenten, Koimmunopräzipitation und Immunfluoreszenzun-
tersuchungen in vitro und in vivo bestätigt. Ebenfalls konnte die Interaktion von IncB und 
Snapin mit dem Mikrotubuli-assoziierten Motorprotein Dynein nachgewiesen werden. In 
Zellen mit Snapin-Knockdown konnte keine Kolokalisierung von IncB und Dynein detek-
tiert werden. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass durch Interaktion von Snapin mit 
IncB und Dynein die chlamydiale Inklusion mit dem Mikrotubuli-Netzwerk der Wirtszelle 
verknüpft wird, wodurch die frühe Inklusion in die Nähe des Zellkerns wandert. Damit 
konnten erstmals chlamydiale Effektorproteine und Protein-Protein-Interaktionen identifi-
ziert und validiert werden, welche in Verbindung mit intrazellulären Transportprozessen 
der chlamydialen Inklusion stehen. 
In nachfolgenden Untersuchungen sollte ein möglicher Effekt des Snapin-Knockdowns 
zu späteren Zeitpunkten der Infektion untersucht werden. Eine Auswirkung auf die Ent-
wicklung der Chlamydien 24 h und 48 h nach der Infektion wäre von großem Interesse. 
Dabei sollten sowohl quantitative Bestimmungen hinsichtlich der Chlamydienanzahl als 
auch Aussehen und Größe der Inklusionen betrachtet werden. Hinsichtlich des Vesikelt-
ransports könnten ebenfalls Auswirkungen des Snapin-Knockdowns auf die intrazelluläre 
Nährstoffakquisition und die Fusion mit Lysosomen untersucht werden. 
Die vorliegenden Ergebnisse tragen maßgeblich dazu bei, die molekularen Mechanis-
men zu verstehen, welche in die Übertragung der Chlamydieninfektion auf den Menschen 
involviert sind. Damit stellt diese Arbeit eine wichtige Grundlage für weitere Untersu-
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